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ABSTRACT
A proper use of immunosuppressive drugs is crucial for successful pancreas or
islet transplantation. However, immunosuppressant agents can have deleterious
side effects on the beta-cell. Such results have been obtained more frequently
with no longer used molecules or with pharmacological, more than therapeutical,
drug concentrations. We investigated the effects of prolonged exposure of
isolated human islets to 10 ng/ml Tacrolimus (Tac) or 150 ng/ml Cyclosporin A
(CsA). Islets were isolated from the pancreas of 14 multiorgan donors (age:
64±14 years; gender: 9M/5F; BMI: 25,9±2,9 kg/m2) by enzymatic digestion and
density gradient centrifugation. Morphological, functional and survival studies
were then performed after 96 hr incubation with Tac or CsA. Glucose-induced
insulin secretion was significantly decreased in Tac (p<0.05), but not in CsA
exposed islets, (stimulation index, i.e. the ratio of insulin release at 16.7 vs 3.3
mmol/l glucose: Control islets, Ctrl, 2.3±0.5; Tac 1.6±0.2; CsA, 2.0±0.4). This
was associated with unchanged mRNA expression of insulin and glut2, and
increased expression of glucokinase in Tac exposed cells. Furthermore, electron
microscopy (EM) showed a significant (p<0.05) decrease of mature insulin
granules in Tac exposed beta-cells (volume density, ml%: 1,2±0,5), but not in the
CsA group (2,6±0,3), as compared to Ctrl (3,1±0,6). Finally, by EM it was shown
that the percentage of apoptotic beta-cells was higher in Tac (15±6) than Ctrl
(4±4) (the respective value in CsA was 9±5). Tac has more deleterious effects on
the function and survival of human beta-cells when compared to CsA, both used
at therapeutical concentrations.
ABSTRACT
Un corretto uso dei farmaci immunosoppressori è cruciale per la riuscita di un
trapianto di pancreas o isole. Tuttavia, gli agenti immunosoppressori possono
avere effetti collaterali deleteri sulla beta cellula pancreatica. Gli studi eseguiti
finora, hanno utilizzato per la maggior parte farmaci ormai obsoleti o dosi a
concentrazioni farmacologiche più che terapeutiche. Per tale motivo abbiamo
osservato gli effetti di una prolungata esposizione di isole pancreatiche umane a
10 ng/ml di Tacrolimo (Tac) o 150 ng/ml di Ciclosporina A (CsA). Per questo
studio le isole sono state purificate da pancreas di 14 donatori multi-organo non
diabetici (Età: 64±14 anni; Genere: 9M/5F; IMC: 25,9±2,9 kg/m2) tramite un
protocollo di digestione con collagenasi e purificazione in gradiente di densità.
Gli studi morfologici, funzionali e di sopravvivenza sono stati eseguiti dopo 96
ore di incubazione con Tac o CsA. La secrezione insulinica in risposta a glucosio
è risultata significativamente ridotta nelle isole esposte a Tac (p<0.05), ma non
con a CsA (Indice di stimolazione, ovvero  rilascio in risposta a glucosio 16,7
mM rispetto a glucosio 3,3 mM: Isole di controllo Ctrl, 2.3±0.5; Tac 1.6±0.2;
CsA, 2.0±0.4). Questi dati non erano associati a variazioni nell’espressione di
mRNA di insulina o glut2, ma ad un significativo aumento nell’espressione della
glucochinasi nelle cellule esposte a Tac. La microscopia elettronica (ME), inoltre,
mostrava una significativa (p<0.05) riduzione nel numero di granuli di insulina
mature nelle β-cellule esposte a Tac (densità di volume, ml%: 1,2±0,5), ma non
in quelle esposte a CsA (2,6±0,3), quando comparate a Ctrl (3,1±0,6). Infine,
mediante ME si è evidenziato che la percentuale di b-cellule apoptotiche era più
alta con Tac (15±6) che con Ctrl (4±4) (il rispettivo valore con CsA era 9±5). In
conclusione, il Tac ha effetti deleteri più pronunciati sulla funzionalità e
sopravvivenza delle beta-cellule umane rispetto alla  CsA, quando entrambe
vengono usate a concentrazioni terapeutiche.




Il diabete mellito è una delle malattie metaboliche più diffuse,  colpisce 135
milioni di persone nel mondo (tra i bambini e gli adolescenti è certamente la più
comune: in Italia i portatori della malattia sono circa 20.000) e si calcola che
entro il 2025 le persone affette da diabete saranno circa 300 milioni con la
maggior parte di queste abitanti nei paesi più all’avanguardia, con un impatto
socio-economico notevole (Figura 1)(1).
Figura 1 - Previsione di incidenza di diabete dal 2000 al 2025.
Si calcola che nei soli Stati Uniti i costi attribuibili al diabete siano 132 miliardi
di dollari, di questi 92 miliardi sono rappresentati dai costi diretti (2).
1.1.2 Il Diabete nella storia.
 Ma cosa è il diabete? Il termine diabete deriva dal greco ________ formato
dall’unione delle parole “dia” = attraverso e “bete” = passare. Uno dei segni
clinici più distintivi di tale patologia è, infatti, la presenza di zucchero nelle urine,
dove giunge attraverso il rene quando la sua concentrazione ematica supera una
certa soglia. A questo termine è stato aggiunto mellito in quanto le urine, proprio
per la presenza di zucchero, sono dolci e, anticamente non c'era altra possibilità
diagnostica che assaggiarle!
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Oggi il termine è tuttora valido in quanto serve a distinguere questo diabete da
un'altra malattia detta diabete insipido che ha eziopatogenesi e decorso
completamente differenti.
Il diabete è rimasta una malattia relativamente rara finché lo zucchero non è
diventato un genere alimentare a basso costo (circa nella seconda metà del
presente secolo). La condizione patologica del diabete però, è conosciuta in
campo medico da almeno quattromila anni, infatti la prima evidenza storica è
riportata nel papiro egizio di Ebers, scritto intorno al 1550 Avanti Cristo.
Successivamente, testi indiani risalenti al 800-600 Avanti Cristo riportano casi di
diabete, mentre la malattia era ben conosciuta nell'antichità classica greca e
romana. Durante questo periodo Areteo di Cappadocia (120-200 D.C.) scrisse un
piccolo trattato “Sul Diabete” che rimase il testo di riferimento per
l’insegnamento e la pratica clinica fino al milleottocento quando il medico
italiano Giovan Battista Morgagni (1682-1771) scrisse alcuni capitoli dedicati
alla descrizione, diagnosi, terapia e persino le cause (patogenesi) della malattia
diabetica nelle sue varie manifestazioni. Il Morgagni riprendeva fedelmente il
testo di Areteo; l'unico sostanziale innovamento riguardava cenni alla restrizione
dietetica dei pazienti, che non era descritta nei testi classici. Inoltre, con grande
intuito scientifico scrisse: “La causa (del diabete) non può essere una”.
Questa frase descrive accuratamente lo stato attuale delle conoscenze sulla
patogenesi del diabete, che per l’appunto è considerato avere molteplici origini.
1.1.3 Classificazione
La definizione esatta fornita dall’American Diabetes Association (ADA) è quella
di disordine metabolico ad eziologia multipla caratterizzato da una iperglicemia
cronica con disturbi del metabolismo dei carboidrati, lipidi e proteine,
conseguente ad una alterazione della secrezione o della azione della insulina. In
condizioni fisiologiche normali si osservano giornalmente tre picchi glicemici a
cui si accoppiano tre picchi di iperinsulinemia corrispondenti ai tre pasti
principali.
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Figura 2 - Andamento giornaliero della glicemia e dell’insulinemia in paziente
sano e in paziente diabetico
La glicemia, la concentrazione di glucosio nel sangue, può variare in un range
molto ristretto ed è principalmente regolata da 2 processi tra loro opposti:
l’ingresso e il successivo metabolismo del glucosio in alcuni tessuti da un lato, e
la sua produzione e successivo rilascio nella circolazione da parte del fegato
dall’altro. L’insulina, un ormone secreto dalle cellule beta delle isole
pancreatiche, è in grado di abbassare la glicemia favorendo la metabolizzazione
del glucosio in alcuni tessuti e diminuendone la produzione a livello epatico;
come già detto nel diabete questo processo regolatorio è alterato.
Sebbene in molti paesi il diabete tipo 1 sia la forma predominante nei giovani, il
diabete in generale è una malattia eterogenea. La classificazione eziologica
consigliata dall’ADA (1997) e dal comitato di esperti sulla classificazione e la
diagnosi del diabete (WHO 1998) è la seguente:




Diabete mellito tipo 2 (può variare da insulino resistenza predominante con
relativa insulino deficienza a difetti predominanti secretori con insulino
resistenza)
Diabete mellito gestazionale (esordio o diagnasi di intolleranza di glucosio in
gravidanza)
Altri tipi specifici
• Difetti genetici della funzione delle beta cellule
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• Difetti genetici dell’azione dell’insulina
• Disturbi del pancreas endocrino
• Endocrinopatie
• Infezioni
• Farmacologicamente o chimicamente indotto
• Forme rare di diabete immuno mediato
• Altre sindromi genetiche associate col diabete
Tra questi tipi di diabete quelli a maggior rappresentanza sono il diabete mellito
di tipo1 e quello di tipo2.
1.2 IL DIABETE TIPO 1
Il diabete di tipo 1 rappresenta il 5-10% di tutti i casi di diabete; in genere,
comincia prima dei 40 anni e comunque molto prima nel corso della vita rispetto
al tipo 2; la sua incidenza tende ad aumentare nel mondo e ha complicazioni a
breve e lungo termine molto serie. La malattia ha una forte componente genetica
ereditata principalmente attraverso il complesso maggiore di istocompatibilità
(HLA o MHC), tuttavia i fattori ambientali determinanti l’insorgenza clinica della
patologia non sono ancora del tutto chiari. Le complicanze interessano per lo più
il piccolo e il grande circolo e sono responsabili della maggiore morbidità e
mortalità associata con questa forma di diabete.
1.2.1 Patogenesi
Il diabete di tipo 1 è caratterizzato da distruzione selettiva delle β-cellule che
porta all’assoluta deficienza di insulina (3). Sono state identificate due forme: la
forma tipo 1A provocata da un attacco autoimmune cellulo-mediato sulle β-
cellule pancreatiche (4) e il tipo 1B, meno frequente, che non ha cause note e si
osserva principalmente in individui di discendenza africana o asiatica che
mostrano vari gradi di insulino-deficienza intervallati da sporadici episodi di
chetoacidosi (5). La continua distruzione delle β-cellule porta ad una progressiva
riduzione della riserva secretoria dell’insulina causando quindi una mancata
prima fase di secrezione insulinica in risposta ad uno stimolo di glucosio, seguita
da diabete clinico quando la secrezione insulinica scende sotto una quantità
critica e infine nella maggior parte ma non in tutti quelli affetti da diabete tipo 1
ad uno stato di deficienza insulinica assoluta. (6).
Capitolo 1  – Introduzione -
5
1.2.2 Epidemiologia
Dati recenti indicano che il 50-60% dei casi di diabete tipo 1 insorge prima dei
16-18 anni e che raramente si sviluppa in età adulta. La chetoacidosi non si
presenta universalmente all’origine, ma è inversamente proporzionale, a seconda
della località geografica, all’incidenza (7). L’incidenza aumenta di circa il 2-5%
all’anno nel mondo, l’aumento è ripido nelle popolazioni in cui si ha minore
incidenza di diabete conclamato. Vi è inoltre una enorme variazione geografica,
dalla minore incidenza osservata in Cina, si passa ad una incidenza 30 volte
maggiore nel Regno Unito fino ad arrivare ad una 100 volte maggiore in
Finlandia e Sardegna (8). In ultimo si osserva un trend significativo nell’esordio a
età sempre minori specialmente in bambini sotto i 5 anni. Questo spostamento ad
età sempre più inferiori potrebbe essere secondario sia ad una maggiore
esposizione a fattori ambientali scatenanti, sia ad un aumento ponderale della
popolazione (9). Le persone emigranti acquisiscono in breve tempo la percentuale
di incidenza dei Paesi ospitanti (10), supportando così l’ipotesi di un forte
contributo dei fattori ambientali.
1.2.3 Trattamento
Si è osservata una stretta relazione tra il grado di controllo glicemico (misurato
tramite le concentrazioni ematiche di emoglobina A1c (HbA1c)) e la comparsa o
progressione di complicazioni micro- (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e
macro-vascolari (patologie cardiovascolari, cerebrovascolari e  della
vascolarizzazione periferica) (11). Non si osservano effetti soglia, ogni
diminuzione di HbA1c è associata ad una diminuzione di rischio relativo di
complicanze; tuttavia non si ha un limite di emoglobina glicata sotto al quale le
complicanze sono completamente prevenute e neppure una sopra alla quale si ha
la certezza di un loro sviluppo.
Alcuni studi hanno mostrato che i pazienti sottoposto a trattamento intensivo sin
dall’inizio e che riducevano le concentrazioni di emoglobina glicata, continuano
ad avere maggior protezione rispetto a quelli con che inizialmente avevano
ricevuto una terapia convenzionale (12).
Infine si è evidenziato che c’è una relazione inversa tra il controllo glicemico e il
rischio di gravi episodi di ipoglicemia (13), anche se gli adolescenti hanno 1,5
volte maggiori probabilità di avere ipoglicemia rispetto agli adulti.
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I trattamenti con analoghi dell’insulina e microinfusori hanno minore incidenza di
ipoglicemia rispetto a quelli con insuline e sistemi di rilascio tradizionali (14).
L’auto monitoraggio della glicemia è fondamentale per il trattamento del diabete.
Sebbene la maggior parte sia d’accordo sul fatto che la quantità di carboidrati
ingerita influisca sulla glicemia, si ha disaccordo sull’importanza della qualità del
carboidrato ingerito, anche se si è osservato un piccolo ma significativo
miglioramento della emoglobina glicata nei pazienti che assumevano alimenti
con un basso indice glicemico (15). Il conteggio dei carboidrati permette
l’aggiustamento dei boli di insulina veloce pre-pasto in accordo con la glicemia
osservata e il contenuto in carboidrati del pasto.
L’ipoglicemia è l’ostacolo maggiore per il controllo glicemico del paziente. Le
cause della sua comparsa includono: errata assunzione calorica, dosaggio
insulinico eccessivo, preparazione inadeguata all’attività fisica, anche se spesso
queste non possono essere determinate. Tre sono le cose da tenere in
considerazione:
• la paura dell’ipoglicemia che attiva il sistema nervoso autonomo
provocando sudorazione fredda, palpitazioni , tremori e senso di fame,
spesso interferisce con la capacità dell’individuo ad ottenere una normo-
glicemia.
• le ipoglicemie non avvertite, infatti in assenza di sintomi adrenergici si
hanno sintomi neuroglicopenici, con cefalea, coma, irritabilità e deficit
neurologici focali
• un episodio di ipoglicemia grave predispone il paziente ad ulteriori
episodi a causa di risposte regolatorie down regolate in seguito a episodi
ipoglicemici ripetuti, infatti più frequenti sono le ipoglicemie, più
funzionano male i sistemi controregolatori; in conseguenza a ciò il
paziente non avverte l’ipoglicemia e può arrivare ad ipoglicemia grave.
A dispetto di tutti i tentativi, gli episodi di ipoglicemia grave si osservano con una
frequenza di 5-50 episodi per 100 pazienti per anno, dipendenti sia dal tipo di
trattamento, sia dal controllo ottenuto (14).
1.2.4 Complicanze
Come già detto in precedenza, le complicanze legate al diabete si dividono in
micro- e macrovascolari.
Complicanze Microvascolari
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La nefropatia diabetica è la causa più comune di danno renale nel mondo
sviluppato. Questa si sviluppa attraverso una serie di steps facilmente
riconoscibili (all’inizio microalbuminuria con escrezione urinaria di albumina
compresa tra 20 e 200 µg al giorno, mentre oltre i 200 µg/die si ha
macroalbuminuria). La presenza di microalbuminuria si è rivelata altamente
predittiva della progressione di danno renale(16). La persistenza di
microalbuminuria richiede l’introduzione di misure nefroprotettive, compresi
l’intensificazione del controllo glicemico e del controllo dell’ipertensione e/o
dell’iperlipidemia (inibitori sistema renina/angiotensina).
La retinopatia diabetica è la causa più comune di cecità acquisita nel mondo
occidentale, con una percentuale di 20-25% dovuta al diabete tipo 1 (17). Anche
questa peggiora passando attraverso alcuni steps significativi, da cambiamenti
non proliferativi (microaneurismi, essudati ed emorragie) che compaiono in tutti
quelli affetti da diabete tipo 1 da oltre 20 anni, a retinopatia pre-proliferativa fino
a proliferativa (con rischio di distacco della retina e emorragie dell’umor vitreo)
ed edema maculare. C’è una stretta relazione tra la retinopatia diabetica e la
nefropatia diabetica (18).
La neuropatia diabetica si riferisce ad una serie di complesse condizioni che
ricadono in due categorie principali: le focali e le generalizzate. Le neuropatie
focali includono sindrome del tunnel carpale, (palsies) del nervo peroneale e del
terzo nervo craniale, e amiotrofia diabetica. La forma generalizzata più comune è
la polineuropatia sensomotoria che spesso influenza il sistema autonomo, con
disfunzione cardiaca, gastroparesi e disfunzione erettile. La neuropatia diabetica
associata a problemi vascolari periferici può portare ad ulcerazione della pelle
degli arti inferiori, gangrena e amputazione (piede diabetico). Anche in questo
caso l’attenzione al controllo glicemico rappresenta il primo passo nel
trattamento.
Complicanze macrovascolari
Nonostante le patologie cardiovascolari rappresentino il 70% di tutte le morti
nelle persone affette da diabete tipo 2, molto poco si conosce riguardo la sua
associazione col diabete tipo 1; tuttavia le persone affette da diabete tipo 1 hanno
un rischio 10 volte maggiore rispetto agli individui non diabetici. La riduzione del
rischio cardiovascolare include attenzione ad uno stile di vita salutare (controllo
del peso e attività fisica), esitamento del fumo, ottimo controllo glicemico,
pressorio sanguigno e lipidico.
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1.3 TERAPIE
1.3.1 Insulina e suoi analoghi semisintetici
La cura di elezione per il trattamento del diabete tipo 1 è naturalmente l’insulina.
Dal 1922, quando Banting e Best descrissero per la prima volta l’isolamento di
insulina da pancreas di origine animale ad oggi, molti passi in avanti sono stati
fatti per ottenere una produzione di insulina a scopo terapeutico migliore. La
purezza dell’insulina è un elemento essenziale per la qualità delle formulazioni
insuliniche. L’insulina attualmente in uso, abbandonata quella di origine estrattiva
da pancreas di origine animale suino o bovino, è l’insulina umana ottenuta per
biosintesi da batteri o da lieviti, in cui viene introdotto il gene della proinsulina
umana con la tecnica del DNA ricombinante. Così come la nativa, l’insulina
biosintetica è un eterodimero costituito da una catena A di 21 amminoacidi ed
una B di 30, unite in modo covalente da due ponti disolfuro. L’insulina cristallina
utilizzata fino a qualche decina di ani fa, ha mostrato subito un grave difetto,
presente anche con l’insulina umana regolare, e cioè quello di possedere una
durata d’azione troppo breve per poter coprire il fabbisogno insulinica giornaliero
a meno che non venga somministrata 4-6 volte al giorno; per questo motivo si
sono ideate formulazioni in grado di rilasciare insulina in maniera ritardata;
tuttavia il vantaggio di ridurre il numero di iniezioni si è tradotto in un
peggioramento del controllo glicemico, dovuto sia alla difficoltà di controllare
l’innalzamento della glicemia dopo i pasti, sia all’estrema variabilità
nell’assorbimento dell’insulina ad azione protratta.
Neutral Protamine Hagedorn (NPH) - Uno dei metodi usati per ridurre la
solubilità dell’insulina è quello di unirla ad una proteina basica come la
protamina (nome generico per indicare un gruppo di proteine basiche ottenute
dallo sperma di salmone o trota). A causa della ridotta stabilità, inizialmente
l’insulina protaminata veniva preparata poco prima dell’iniezione unendo una
soluzione acida di portamina ed insulina ad un tampone fosfato.
I primi tentativi di prolungamento dell’azione dell’insulina, che hanno utilizzato
gomma arabica, lecitina, sospensioni d’olio altre proteine e colesterolo, sono
risultate insoddisfacenti a causa di scarsa stabilità, dolore nel punto di iniezione e
variabilità d’assorbimento. Anche l’uso di adrenalina o vasopressina è risultato
fallimentare.
Analoghi dell’insulina
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Nell’individuo diabetico la glicemia viene mantenuta ad un tasso giornaliero
pressoché costante, grazie ad un rapido aumento della secrezione insulinica dopo
pasto e a livelli bassi e continui tra un pasto e l’altro durante il digiuno notturno.
Nel paziente diabetico, invece, l’insulina iniettata viene assorbita lentamente,
determinando un modesto ma persistente incremento dei livelli di insulina
circolanti, con conseguente aumento patologico della glicemia subito dopo pasto
e rischio di abbassamento eccessivo dopo qualche ora dall’inizio del pasto. Gli
analoghi sono stati realizzati per ovviare a questo problema e, quindi, per offrire
al paziente diabetico un profilo d’azione insulinica simile a quello del soggetto
normale, consentendo di raggiungere e mantenere l’ambizioso obiettivo
terapeutico della normalizzazione del tasso di glucosio.
L’impiego clinico degli analoghi ad azione ultrarapida è caratterizzato da una
notevole praticità (si inietta e si mangia) e consente di ottenere un controllo
glicemico ottimale, con conseguente miglioramento della qualità della vita del
paziente diabetico. Sono attualmente disponibili in commercio 3 analoghi ad
azione ultrarapida: lispro, aspart e glulisina. I tre analoghi hanno subito una
diversa modificazione puntiforme della sequenza di amminoacidi rispetto
all’insulina umana per renderli atti alla somministrazione pre-prandiale.
Lispro – E’ stato il primo analogo ad essere stato introdotto nella pratica clinica
ed è stato ottenuto utilizzando un ceppo non patogeno di Escherichia Coli
utilizzando la tecnica del DNA ricombinante. Si distingue dall’insulina umana
per l’inversione dei residui amminoacidici in posizione 28 e 29 della catena B da
prolina-lisina dell’insulina umana a lisina-prolina dell’insulina lispro, da cui il
nome. L’invenzione dell’insulina lispro è stata ispirata dall’IGF-I che ha struttura
simile a quella dell’insulina ma ha le posizioni B28 e B29 invertite.
Aspart – L’insulina aspart deriva dalla sostituzione della prolina con l’acido
aspartico in posizione 28 della catena B della molecola di insulina umana. Le
conseguenze di tali cambiamenti molecolari sono simili a quelli della lispro. Le
tecniche ricombinanti, però, in questo caso usano il Saccharomyces cerevisiae
(lievito di Brewer).
Glulisina – Si distingue dall’insulina umana per la sostituzione della lisina con
acido glutammico in posizione 29 della catena B, che contribuisce ad accelerare
la frammentazione degli esameri in monomeri (più facilmente assorbibili) dopo
iniezione nel sito sottocutaneo. Un’altra sostituzione riguarda la posizione 3 della
catena B (lisina al posto dell’asparagina), che consente di stabilizzare la
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formazione dei monomeri, evitando la loro spontanea tendenza a formare dimeri
ed esameri nel sottocute. Inoltre è stato rimosso lo ione Zn++ le cui cariche
positive avrebbero influenzato la formazione di esameri e dimeri e si è utilizzato
quale eccipiente stabilizzante il polisorbato 20; quest’ultimo rende gli esameri più
stabili allo stress termico, derivante dal passaggio dalla temperatura ambiente a
quella del sottocute subito dopo l’inizione, così si riduce un ulteriore effetto
negativo sulla reazione di disintegrazione degli esameri verso la formazione di
monomeri nel sottocute.
Questa insulina ha lo stesso potenziale metabolico e fitogenico dell’insulina
umana. Rispetto all’insulina umana regolare, tuttavia, ha un più rapido inizio ed
una più breve durata d’azione.
Due sono gli analoghi ad azione protratta attualmente disponibili per uso clinico:
Glargine –  questa insulina deriva dalla sostituzione dell’asparagina in posizione
21 della catena A con la glicina e l’aggiunta di due residui di arginina in
posizione 30 della catena B. L’aggiunta dei due residui di arginina determina un
cambiamento di punto isoelettrico da 5,4 a 6,7 rendendo la molecola meno
solubile al pH neutro del tessuto sottocutaneo così da formare precipitati nel
punto di iniezione, con conseguente lento assorbimento.
Detemir – la sintesi dell’insulina detemir avviene attraverso la delezione (des-30)
della treonina, l’amminoacido presente nella posizione 30 della catena B, e
l’acilazione mediante aggiunta con legame covalente di un acido grasso a 14
atomi di carbonio (acido miristico) al gruppo ε–amminico della lisina B29. la
presenza dell’acido miristico facilita il legame reversibile di circa il 98% della
dose iniettata con l’albumina nel sito sottocutaneo d’iniezione e successivamente
con l’albumina plasmatici. Il legame reversibile con l’albumina nel sito
d’iniezione sottocutaneo rallenta l’assorbimento in circolo e costituisce il
principale meccanismo di prolungamento dell’azione.
1.3.2 Microinfusori
Nonostante una terapia insulinica adeguata, il frequente monitoraggio della
glicemia capillare, ed una buona aderenza al regime alimentare prescritto, per
alcuni pazienti diabetici in terapia insulinica raggiungere e mantenere nel tempo
un soddisfacente controllo della glicemia è estremamente difficile. Generalmente
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questi pazienti presentano una storia clinica contraddistinta da una o più delle
seguenti caratteristiche:
• ampie oscillazioni della glicemia, con rapide escursioni dall’ipoglicemia
all’iperglicemia
• il “fenomeno dell’alba”, ovvero un aumento significativo della glicemia
nelle prime ore del mattino (generalmente dalle 4:00 in poi) che si
ripercuote sul controllo glicemico dell’intera giornata
• frequenti ipoglicemie notturne, conseguenti ad una inadeguata cinetica
delle insuline ad azione intermedia somministrate alla sera prima di
coricarsi
• frequenti ipoglicemie gravi che si manifestano con coma, convulsioni o
che richiedono un intervento esterno per essere risolte
Inoltre alcune persone, a causa della loro attività lavorativa che prevede orari
variabili (turni) o non prevedibili, non sono in grado di rispettare una regolare
somministrazione dell’insulina o dell’assunzione dei pasti. In tutti questi pazienti,
un’alternativa alla terapia insulinica intensiva (3-4 iniezioni di insulina al giorno)
consiste nell’uso di un microinfusore.
Un microinfusore è una pompa-siringa miniaturizzata che rilascia insulina nel
sottocutaneo. Una siringa alloggiata nel corpo del microinfusore, spinge
l’insulina in essa contenuta all’interno di un catetere. All’estremità del catetere si
trova un ago, o una cannula in teflon, che vengono posizionati nel tessuto
sottocutaneo, generalmente dell’addome o a livello della coscia o
dell’avambraccio. Il microinfusore, che utilizza solamente insulina ad azione
pronta o insuline ultrarapide, somministra un flusso di insulina continuo nelle 24
ore. L’entità del flusso può essere programmata per variare automaticamente
nell’arco della giornata, in base al fabbisogno individuato attraverso il frequente
monitoraggio della glicemia capillare. Il paziente, inoltre, agendo sempre sul
microinfusore, programma la somministrazione di boli dell’ormone in
corrispondenza dei pasti; in questo modo è possibile riprodurre una secrezione di
insulina simile a quella garantita in condizioni fisiologiche dal pancreas e
consentire una notevole flessibilità nella gestione quotidiana della malattia.
I microinfusori attualmente disponibili in commercio sono di dimensioni
contenute, di uso relativamente semplice e molto affidabili, disponendo di una
serie di dispositivi di sicurezza in grado di avvisare il paziente in caso di
malfunzionamento; inoltre, lo sviluppo di nuovi materiali appositamente studiati
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per questo impiego, come le agocannule flessibili, hanno considerevolmente
migliorato il comfort del paziente che utilizza questa modalità di
somministrazione dell’insulina e facilitano il raggiungimento degli obiettivi
terapeutici.
1.3.3 Trapianto di pancreas o isole
TRAPIANTO DI PANCREAS
La terapia insulinica esogena, che pure, come abbiamo testé ricordato, è in
continua evoluzione, altro non rappresenta se non un tentativo, più o meno
efficace, ma sempre imperfetto, di sostituire la perduta secrezione endogena
dell’ormone. Testimonianze di tale imperfezione sono il fatto che, purtroppo, i
pazienti con diabete tipo 1 hanno, nel complesso, un tasso di mortalità che è di 2-
4 volte superiore rispetto a quello della popolazione non affetta da diabete
(19,20), nonché il rilievo che lo sviluppo di complicanze croniche (macro- e
microangiopatiche) della malattia colpiscono ancora il 25-90% dei pazienti
(19,21). Il trapianto di pancreas è, attualmente, l’unica strategia terapeutica che
consente di ripristinare una solida e duratura condizione di normoglicemia in
assenza di somministrazione esogena di insulina nella maggior parte dei pazienti
trapiantati. Le “nuove” beta-cellule sono in grado di secernere insulina in quantità
adeguate alle esigenze dell’organismo del ricevente, con un normale meccanismo
di feed-back tra le concentrazioni dei substrati e le modalità del rilascio
dell’ormone.
La storia dei trapianti di pancreas è iniziata a metà degli anni 60 e da allora, come
si evince dai dati dell’IPTR (International Pancreas Transplant Registry, ovvero
Registro Internazionale Trapianti di Pancreas) (22), circa 20.000 pazienti
diabetici (quasi esclusivamente con diabete tipo 1), in tutto il mondo, hanno
usufruito di tale procedura. La maggioranza di tali pazienti ha ricevuto, oltre al
pancreas, proveniente da donatore cadavere, anche un rene, proveniente da
donatore cadavere o donatore vivente, per la concomitante presenza di
insufficienza renale cronica. In tali pazienti, il trapianto combinato pancreas-rene
(SPK) può così risolvere contemporaneamente il problema metabolico e quello
renale, e quindi riscattare dall’insulino-dipendenza e dalla necessità del
trattamento dialitico (o dalla sua incombenza, quando il trapianto venga eseguito
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prima dell’ingresso in dialisi). Un ulteriore vantaggio del trapianto combinato
risiede nel fatto che un eventuale rigetto può essere diagnosticato precocemente
in base alle modifiche, funzionali e strutturali, a carico del rene. In tal caso, il
pronto ed adeguato intervento terapeutico consente, di solito, di recuperare il
rene, e, quasi sempre, anche il pancreas. Crescente successo stanno avendo anche
il trapianto di pancreas dopo rene (PAK), procedura che consiste nel trapiantare il
pancreas  in pazienti che siano già portatori di un trapianto di rene funzionante, e
il trapianto di pancreas isolato (PTA), che viene eseguito nei pazienti diabetici
con funzione renale ancora ragionevolmente conservata.
Il trapianto di pancreas può essere eseguito insieme al rene, dopo trapianto di
rene, oppure, da solo, in pazienti che non abbiano evidenze di danno renale
avanzato (23). Ovviamente, in caso di trapianto combinato pancreas-rene devono
coesistere una situazione di diabete tipo 1 e insufficienza renale cronica
(clearance della creatinina < 30 ml/min). Nel caso di trapianto di pancreas dopo
rene, la scelta si basa sulla necessità di normalizzare la glicemia per meglio
preservare il rene trapiantato, nonché sulle indicazioni valide in caso di trapianto
di pancreas isolato. In effetti, quest’ultima tipologia di intervento può essere
indicata, in particolare, nei pazienti con  marcata instabilità metabolica,
ipoglicemie gravi e inavvertite, complicanze croniche in evoluzione (24,25).
Esistono peraltro alcune controindicazioni, soprattutto di carattere vascolare,
valide per tutte quante le tipologie di trapianto di pancreas, ma particolarmente
rilevanti per i pazienti che intendono sottoporsi a trapianto combinato pancreas-
rene, in quanto, come ben noto, la concomitanza di diabete e insufficienza renale
cronica ha effetti devastanti sull’apparato cardiocircolatorio.
Le tecniche per il trapianto del pancreas sono andate incontro, negli anni, ad un
progressivo e continuo miglioramento. Un momento cruciale per il successo del
trapianto è il prelievo dell’organo dal donatore (26). Il pancreas, infatti, ha una
struttura molto delicata, e risente negativamente di eventi legati a procedure di
prelievo non eseguite perfettamente (perfusione non adeguata, aumenti di
temperatura dell’organo durante il prelievo, piccoli traumi, ecc.). Inoltre, c’è da
considerare che del “nuovo” pancreas dobbiamo gestire non solo la secrezione di
insulina (dalla quale ovviamente dipende l’effetto terapeutico), ma anche la
secrezione del pancreas esogeno (enzimi digestivi prodotti dal tessuto acinare).
Al momento attuale, è possibile scegliere tra la derivazione sistemico-vescicale o
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quella portale-enterica. In situazioni particolari si possono utilizzare anche
combinazioni tra le due possibilità (ad esempio, derivazione sistemico-enterica).
Nella derivazione sistemico-vescicale, il circolo venoso del pancreas trapiantato
viene drenato nel sistema venoso periferico (di solito mediante anastomosi con la
vena iliaca), mentre le secrezioni del pancreas esogeno vengono drenate in
vescica. I vantaggi di questa procedura consistono nella sua relativa semplicità, e
nel fatto che la  secrezione del pancreas esocrino può essere monitorata nelle
urine, e si possono così avere indicazioni sulla funzione globale dell’organo. Tra
gli svantaggi, c’è il fatto che l’insulinizzazione è periferica, e quindi, mancando
l’estrazione epatica di insulina che fisiologicamente avviene al primo passaggio
dell’insulina proveniente dal pancreas, i livelli di insulina in circolo sono più
elevati. Inoltre, il passaggio della secrezione esogena attraverso la vescica e le vie
urinarie può provocare infiammazioni/infezioni, e, inevitabilmente, c’è una
significativa perdita di bicarbonati (abbondantemente presenti nel succo
pancreatico), che può portare ad acidosi metabolica.
Per quanto riguarda la derivazione portale-enterica, essa è indubbiamente più
fisiologica. Infatti, l’insulina proveniente dal pancreas trapiantato passa attraverso
il fegato prima di arrivare nel circolo periferico, e, dal canto suo, il succo
pancreatico viene eliminato con l’intestino. La tecnica d’intervento, tuttavia, è
maggiormente complessa, e ci possono essere, più facilmente, fenomeni
trombotici e sanguinamenti intestinali.
Nel complesso, quindi, le procedure chirurgiche per il trapianto di pancreas sono
divenute sempre più efficaci e sicure. Tuttavia, si tratta pur sempre di intervento
chirurgico maggiore, che ha insiti rischi di mortalità e morbidità (23,27). In
particolare, una qualche forma di reintervento dopo il trapianto è stato descritto
rendersi necessaria in percentuali che variano, a seconda dei centri, dal 10 al 40%
circa.
L’IPTR, edito e periodicamente aggiornato dall’Università del Minnesota,
Minneapolis, US, riporta che la sopravvivenza dei pazienti in caso di SPK, PAK
o PTA è rispettivamente 95%, 95% e 98% a un anno dal trapianto, e 90%, 89% e
94% a tre anni (22). Nelle medesime categorie, la sopravvivenza del pancreas è
risultata 85%, 78% e 78% a un anno, e 80%, 63% e 63% a tre anni (22). E’
importante sottolineare come, nel tempo, i risultati circa la funzione del pancreas
trapiantato (soprattutto nel pancreas dopo rene e nel pancreas isolato), siano in
continuo e progressivo miglioramento. Ad esempio, per il PAK, la sopravvivenza
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del pancreas ad un anno era, negli US<a, 57% nel periodo 1987-1992, e 79% nel
periodo 2001-2003. Per il PTA, i rispettivi valori sono passati dal 55%  al 76%
(22).  Quindi, l’esperienza mondiale indica una eccellente sopravvivenza del
paziente e una buona sopravvivenza del pancreas trapiantato, con ulteriori
margini di miglioramento. Va ricordato, infine, che nel caso di trapianto
combinato pancreas-rene la sopravvivenza del rene è ottima (91.6% ad un anno).
Come abbiamo discusso precedentemente, i pazienti con diabete tipo 1
presentano un tasso di mortalità significativamente superiore rispetto a quello
della popolazione non affetta da diabete. Inoltre, la presenza di complicanze
croniche (in particolare nefropatia e neuropatia) comporta un ulteriore e notevole
aumento del rischio di mortalità. Nei pazienti diabetici con insufficienza renale, il
trapianto combinato pancreas-rene è considerato intervento salva-vita. Infatti, la
sopravvivenza nel tempo dei pazienti sottoposti a SPK è significativamente
migliore rispetto a quella dei pazienti che rimangono in lista o ricevono un
trapianto di rene da donatore cadavere (27-30). Studiando 11572 pazienti che
avevano ricevuto un trapianto simultaneo di pancreas-rene, pancreas dopo rene,
oppure pancreas isolato, Venstrom e coll. (28) hanno osservato che in caso di
SPK (5176 riceventi) la sopravvivenza dei pazienti a 1 e 4 anni era pari a  94.4 e
87.5%, mentre nei diabetici rimasti in lista d’attesa  la sopravvivenza era 92.8 a 1
anno e 63.8% (significativamente più bassa rispetto ai pazienti trapiantati) a 4
anni. Risultati analoghi sono stati recentemente ottenuti in uno studio che ha
valutato 12478 pazienti inseriti in lista di attesa per SPK (29). In tale gruppo, chi
veniva effettivamente trapiantato aveva una sopravvivenza a 4 anni dalla
procedura chirurgica pari a 90.3%, mentre coloro che rimanevano in lista di attesa
presentavano una sopravvivenza, sempre calcolata a 4 anni, notevolmente ridotta
(58.7%). I pazienti diabetici tipo 1 con insufficienza renale che ricevono un
pancreas e un rene hanno inoltre, come abbiamo accennato, una aspettativa di vita
superiore rispetto ai pazienti che ricevono solo il rene da donatore cadavere (30) e
a quelli che, pur ricevendo entrambi gli organi, hanno perso il pancreas (30). Gli
effetti positivi del trapianto combinato pancreas-rene sulla sopravvivenza dei
riceventi sembrano dipendere essenzialmente da una marcata riduzione degli
eventi cardiovascolari (31). Da segnalare infine che, per quanto riguarda la
sopravvivenza dei pazienti, alcuni autori riportano una superiorità dell’SPK anche
sul trapianto di rene (senza il pancreas) da donatore vivente (32), mentre altri
studi evidenziano che le due procedure (trapianto di pancreas-rene e di solo rene
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da donatore vivente) hanno una efficacia simile nei pazienti diabetici tipo 1 e con
insufficienza renale (33).
Il trapianto del pancreas dopo rene (PAK) e del pancreas isolato (PTA) non
hanno, almeno per il momento, la finalità di migliorare la spettanza di vita dei
riceventi, bensì quella di migliorare la qualità della vita del paziente, mediante
l’eliminazione dell’instabilità metabolica e un effetto positivo sulle complicanze
croniche del diabete. Nel già citato studio di Venstrom e coll. (28), peraltro, era
emerso come il trapianto PAK fosse associato ad un significativo aumento del
rischio di mortalità a 4 anni (rischio relativo, RR, rispetto ai pazienti in lista di
attesa: 1.42, con p = 0.03). Inoltre, anche nel trapianto di pancreas isolato si
osservava un aumento di tale rischio, che non raggiungeva, ma sfiorava, la
significatività statistica (RR: 1.57, p = 0.06). Tuttavia, aumentando il numero dei
pazienti valutati, e prolungando il periodo di osservazione, sono stati ottenuti
diversi risultati (29). Infatti, studiando, nel periodo 1995-2003, 2942 e 1207
diabetici tipo 1 inseriti in lista di attesa rispettivamente per PAK o PTA, è stato
dimostrato che la sopravvivenza a 4 anni dei pazienti trapiantati (88.3% in caso di
PAK, 90.5% in caso di PTA) era simile a quella dei pazienti rimasti in lista per un
tempo equivalente (rispettivamente 81.7% in caso di PAK e 87.3% in caso PTA).
Pertanto, è possibile affermare che, al momento attuale, il trapianto combinato
pancreas-rene ha un effetto positivo sulla prognosi quod vitam, e che il trapianto
di pancreas dopo rene e di pancreas isolato non sembrano influire sulla spettanza
di vita dei pazienti.
E’ facilmente intuibile come la normalizzazione dei livelli glicemici, così come si
può ottenere mediante il ripristino della secrezione endogena di insulina da parte
del pancreas trapiantato, elimini le complicanze acute del diabete. Più complesso
e articolato è il ragionamento da farsi al riguardo delle complicanze croniche
della malattia, che, soprattutto se in fase avanzata, meno facilmente possono
regredire, e che, nel caso di trapianto combinato pancreas-rene, possono risentire
favorevolmente anche della recuperata funzione renale.
Dopo SPK, e come abbiamo già precedentemente accennato, si osserva una
riduzione dell’incidenza di infarti del miocardio e di episodi di edema polmonare
acuto, rispetto ai pazienti che hanno ricevuto solo il rene (31). E’ stata anche
segnalata, sempre in caso di SPK, una riduzione dello spessore delle pareti delle
carotidi (34). Più controversi sono i dati che riguardano l’arteriopatia periferica a
livello degli arti inferiori e nessuna conclusione è possibile al proposito (35,36).
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Riguardo alle complicanze microangiopatiche, nel caso di SPK è ovvio come il
rene trapiantato sarà protetto dal possibile sviluppo di nefropatia diabetica nella
misura il cui il pancreas garantirà il mantenimento della normoglicemia. A
conferma di ciò, nei pazienti diabetici che ricevono solo il rene, quest’ultimo può
presentare, a distanza di tempo dal trapianto, danni morfologici e funzionali tipici
della nefropatia diabetica (37). Gli effetti postivi dell’SPK sulla neuropatia
diabetica (sia a carico del sistema nervoso somatico, sia a carico del sistema
nervoso autonomico), segnalati da alcuni studi (38,39), possono dipendere dalla
normalizzazione della glicemia, ma anche dalla scomparsa dell’uremia. Va
comunque segnalato che il danno neuropatico può ricomparire nei pazienti in cui
il rene continui a funzionare, ma nei quali la funzione pancreatica sia andata persa
(40), il che suggerisce il ruolo primario della glicemia nell’influenzare tale
complicanza. Infine, per quanto riguarda la retinopatia diabetica, sebbene i dati
non siano del tutto concordanti, le informazioni disponibili indicano, nel
complesso, che l’SPK contribuisce alla stabilizzazione o comunque al
rallentamento della progressione di tale complicanza in una considerevole
proporzione di pazienti (41-43).
Mentre non sono disponibili informazioni di rilievo circa l’effetto del PAK sulle
complicanze croniche del diabete, molto si sta discutendo su quanto il trapianto
isolato (PTA) fa o potrebbe fare sulla macro- e microangiopatia diabetica. Alcuni
autori (44), ma non altri (45), hanno riportato un effetto positivo del PTA su
numerosi fattori di rischio per malattia cardiovascolare, tra cui, oltre ovviamente
alla normalizzazione della glicemia, una riduzione del colesterolo totale e LDL,
della pressione arteriosa, e delle concentrazioni circolanti di fibrinogeno (46).
Tali cambiamenti si associano ad un miglioramento della funzione cardiaca sia in
fase diastolica che in fase sistolica (44). Non si sa ancora se tutto questo possa,
nel tempo, influenzare favorevolmente l’incidenza di eventi cardiovascolari.
Per quanto riguarda gli effetti del trapianto di pancreas isolato sulla
microangiopatia e sulla neuropatia diabetiche, cominciano ad essere disponibili
informazioni di indubbio interesse. Di rilievo sembra essere l’azione del PTA
sulla nefropatia diabetica, che, lo ricordiamo, pur essendo presente in numerosi
pazienti che ricevono PTA, non ha, in tali soggetti, pregiudicato del tutto la
funzione renale (come abbiamo precedentemente ricordato, i diabetici tipo 1 da
candidare al PTA devono avere un filtrato glomerulare non inferiore a 50
ml/min). In effetti, la normoglicemia che consegue al trapianto può ridurre, in
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tempi abbastanza rapidi (6-12 mesi), la proteinuria diabetica (46), e, con gli anni,
migliorare la struttura del rene nativo (47). Per quanto riguarda la neuropatia e la
retinopatia diabetica, non sono molti i dati disponibili, ma generalmente è stato
osservato che il trapianto di pancreas isolato è associato ad un miglioramento dei
parametri  studiati (38,40,48,49).
TRAPIANTO DI INSULE
I vantaggi, alcuni reali, altri potenziali, del trapianto di isole di Langerhans
consistono nella relativa semplicità della tecnica di impianto, nella riduzione dei
rischi peri-operatori per il paziente, e nella possibilità, auspicata ma non ancora
dimostrata con isole umane, di ridurre l'immunogenicità delle isole stesse
mediante manipolazioni pre- e/o peri-intervento, al fine di ridurre o eliminare la
necessità della terapia immunosoppressiva (50). Tutto ciò, intuitivamente, deriva
dal fatto che trapiantare le isole (che contengono le beta-cellule secernenti
insulina) significa eliminare in gran parte o completamente il tessuto acinare
pancreatico, che rappresenta, insieme alle altre componenti non endocrine
(cellule endoteliali vascolari, connettivo, ecc), il 98-99% di tutto il pancreas.
Così come per il pancreas, anche le isole possono essere trapiantate insieme al
rene (SIK, trapianto simultaneo di isole e rene), dopo il rene (IAK) o da sole
(ITA), e, negli ultimi anni sono stati segnalati al Registro Internazionale
Trapianto di Isole (International Islet Transplant Registry) (51) oltre 800
allotrapianti (eseguiti in vari centri) in pazienti con diabete Tipo 1. Nata
classicamente come procedura di trapianto in pazienti uremici (SIK) o post-
uremici (IAK), il trapianto di isole ha trovato spazio anche come trapianto isolato
(ITA) dopo i risultati pubblicati nel 2000 dal gruppo canadese di Edmonton (52).
Nel loro articolo, gli autori riportarono che in 7 pazienti con diabete Tipo 1, senza
insufficienza renale, nei quali, per la presenza di gravi episodi di ipoglicemia e
instabilità metabolica, fu ritenuto opportuno eseguire trapianto di isole di
Langerhans, si era osservata la normalizzazione della glicemia in assenza di
terapia insulinica esogena. La condizione di insulino-indipendenza si era
mantenuta per un periodo medio di follow-up pari, al momento della stesura
dell’articolo, di quasi 1 anno (da 4,4 a 14,9 mesi). I motivi principali del successo
della procedura eseguita con quello che da allora viene definito protocollo di
Edmonton sono rappresentati dal fatto che le iniezioni di isole erano ripetute (fino
a tre volte), e che non veniva usata terapia steroidea per l’immunosoppressione
(52). Sulla base di questi risultati, venne programmato uno studio multicentrico,
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nell’ambito dell’Immune Tolerance Network (ITN), per la verifica della
riproducibilità dei dati ottenuti ad Edmonton (53). Di tale studio parleremo più
avanti.
Le indicazioni e controindicazioni al trapianto di isole sono sostanzialmente
quelle che abbiamo precedentemente discusso a proposito del trapianto di
pancreas. La minor gravosità dell’intervento di trapianto di isole suggerisce,
tuttavia, che alcuni pazienti non in condizioni cliniche da poter usufruire del
trapianto di pancreas potrebbero comunque ricevere un impianto di isole.
Peraltro, la ancora relativa efficacia clinica del trapianto di isole ha reso
necessario, soprattutto nel caso di ITA, limitarne l’indicazione a quei pazienti per
i quali si suppone una migliore probabilità di efficacia. Si sottolinea in particolare
il fatto che uno degli elementi più importanti nel determinare l’esito della
procedura è il numero di isole trapiantate e la loro capacità funzionale dopo
l’impianto; pertanto, si prediligono pazienti con basso peso corporeo e con
fabbisogno insulinico modesto.
Figura 3 - Trapianto di isole. Una volta purificate dal pancreas del donatore, le
isole pancreatiche vengono iniettate nella vena porta del ricevente.
La procedura di trapianto consiste nel far sì che le isole ottenute dalla digestione
enzimatica del pancreas (vedi Figura 3) possano andare a posizionarsi all’interno
dei sinusoidi epatici. Questo risultato è attualmente ottenuto attraverso l’iniezione
del preparato in un ramo della vena porta, di solito mediante puntura transepatica,
sotto guida ecografica. La procedura è certamente di semplice esecuzione, anche
se non del tutto priva di effetti collaterali (54). La sede di impianto intraepatica è
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evidentemente eterotopica per le isole, ma rimane l’unica attualmente
proponibile, e altre possibili locazioni, quali l’interstizio tra la capsula renale e il
rene, la cavità peritoneale, o il parenchima splenico, pur di successo negli animali
da laboratorio, non sono utilizzabili al momento nell’uomo. Uno dei vantaggi
dell’iniezione intraepatica delle isole è che l’insulina va incontro, almeno in parte,
ad estrazione epatica al suo primo passaggio; il rovescio della medaglia di questa
situazione è che l’epatocita è esposto ad alte concentrazioni dell’ormone, il che
può portare, insieme ad altri fattori che qui non discutiamo, a quadri di
epatosteatosi (55).
Come accennavamo poc’anzi, il momento dell’iniezione intraportale giunge
successivamente alla parte più complessa dell’insieme di passaggi che portano al
trapianto di isole, che è rappresentata dalla preparazione delle isole stesse.
Queste, come già discusso, rappresentano non più dell’1-2% della massa
pancreatica, e per poterle ottenere è necessario prima procedere alla separazione
fisica delle isole dal tessuto acinare, e poi alla loro purificazione. Le tecniche
attualmente disponibili (56-58) prevedono l’iniezione intraduttale di enzimi
(collagenasi oppure liberasi) che hanno la proprietà di “digerire” il collageno del
parenchima pancreatico, così da staccare le isole dal parenchima non endocrino.
Di seguito, per arricchire di isole il preparato finale, si procede a complesse
operazioni di centrifugazione su gradienti di densità, in modo da avere, alla fine,
non più di alcuni ml di materiale da iniettare, il cui le isole sono presenti con
gradi di purezza variabile, ma di solito non inferiore al 50%. E’ ormai condivisa
la considerazione che per sperare di ottenere una condizione di insulino-
indipendenza, bisogna trapiantare almeno 10.000 isole (calcolate di diametro
medio di 150 µm) per kg di peso corporeo del ricevente. Non sempre è possibile
ottenere la necessaria quantità di isole (con la sufficiente purezza) da un singolo
pancreas, per cui più pancreas devono venire utilizzati e i pazienti (soprattutto in
caso di ITA secondo il protocollo di Edmonton) ricevono fino a tre iniezioni
ripetute di isole.
Come accennato in precedenza, nel numero in preparazione il Registro
Internazionale Trapianto di Isole (51) riporta un numero complessivo di trapianti
di isole pari a circa 800. Un’analisi dettagliata (follow-up fino ad 1 anno),
compiuta su circa 300 pazienti che erano C-peptide negativi prima del trapianto,
ha evidenziato, nel complesso, una percentuale di sopravvivenza dei pazienti e
del trapianto (definito come valori di peptide-C basale ≥ 0,5 ng/ml) pari al 96% e
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al 35%, rispettivamente a 1 anno (51). Tuttavia, sebbene alcuni gruppi abbiamo
riportato risultati migliori (59) nel complesso, meno del 15% circa di tali soggetti
manteneva, a distanza di dodici mesi dal trapianto, una condizione di insulino-
indipendenza. A far nascere nuovo entusiasmo nei confronti del trapianto di isole
di Langerhans da sole (ITA) sono stati, come accennato, i risultati del gruppo
canadese di Edmonton (52). I dati più recenti sullo studio multicentrico,
coordinato dall’Immune Tolerance Network, che ha preso avvio nel 2001 a
seguito, appunto, della pubblicazione dei dati di Edmonton, riguardano 36
pazienti, che hanno ricevuto da 1 a 3 trapianti (53). Di tali pazienti, 19 sono
insulino-indipendenti ad 1 anno dall’ultimo impianto, 7 hanno una funzione
parziale delle isole trapiantate, 6 non hanno tratto alcun beneficio, e 4 si sono
ritirati dallo studio.
Uno dei problemi principali del trapianto di isole riguarda la limitata
sopravvivenza nel tempo delle isole impiantate, che non dipende necessariamente
solo da problemi immunologici. Infatti, nel pancreas normale nuove beta-cellule
si formano continuamente a partire forse anche dalle isole, ma certamente e
soprattutto da cellule dei dotti pancreatici (60,61). Ben si comprende come,
trapiantando solo le isole, la capacità rigenerativa e/o di neoformazione delle
beta-cellule sia fortemente limitata, con conseguente ridotta capacità di
sopravvivenza della massa endocrina trapiantata.
Rispetto al trapianto di pancreas, la limitatezza della casistica disponibile rende
quasi aneddotica la discussione circa gli effetti del trapianto di isole sulla
sopravvivenza dei pazienti. Nell’unico studio disponibile al riguardo (62), 34
diabetici tipo 1 già trapiantati di rene e poi sottoposti  a trapianto di isole (IAK),
sono stati suddivisi in 2 gruppi, in base alla presenza o meno di funzione delle
isole impiantate. Gli autori hanno osservato che nei 21 pazienti con produzione di
peptide C la sopravvivenza 7 anni  era del 90%, mentre laddove le isole non
avevano funzionato (13 pazienti), la sopravvivenza era del 51%. Questi effetti
positivi erano essenzialmente dovuti ad una diminuzione delle morti  per cause
cardiovascolari (1/21 nel primo gruppo, 4/13 nel secondo). Lo stesso gruppo,
confrontando 37 pazienti con IAK, 162 pazienti che avevano ricevuto trapianto di
pancreas e rene, 42 diabetici con trapianto di solo rene, e 196 diabetici in dialisi,
hanno riportato che la sopravvivenza migliore (circa il 75%), dopo 7 anni di
follow-up, veniva osservata nei pazienti con isole-rene e pancreas-isole (63). Gli
effetti del trapianto di isole erano in relazione più alla presenza di produzione
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endogena di insulina e di peptide C, che non al consegumento di una condizione
di insulino-indipendenza vera e propria (62,63). Pertanto, è possibile che anche
una funzione parziale delle beta-cellule abbia, per motivi non ancora noti, ma
forse, almeno in parte, dipendenti dagli effetti del peptide C (64), una azione
positiva su organi e tessuti (in particolare sull’endotelio). Attualmente non sono
disponibili informazioni circa l’effetto del trapianto di isole da sole (ITA) sulla
sopravvivenza dei riceventi.
Anche in questo caso non molti sono i dati a disposizione, che comunque si
riferiscono essenzialmente, per quanto riguarda le complicanze croniche, al
trapianto di isole dopo rene (IAK). Tuttavia, la presenza di una funzione anche
parziale del trapianto di isole può influire favorevolmente sulle complicanze del
diabete. Questo vale certamente per le ipoglicemie (65), e, sembra, anche su
alcune complicanze angiopatiche (62,63). Abbiamo già accennato agli eventi
cardiovascolari (62), e gli stessi autori hanno segnalato un miglioramento della
microangiopatia (valutata su biopsie cutanee) ed una miglior funzione renale nei
pazienti con IAK e presenza di funzione (anche parziale) delle isole trapiantate
(62,63), rispetto a che aveva ricevuto solo rene o aveva perduto il trapianto di
isole.
1.4 IL SISTEMA IMMUNITARIO E IL RIGETTO
1.4.1 La storia
Fin dal XV secolo i cinesi hanno praticato l’uso di inalare polvere essiccata di
croste di pustole di soggetti affetti da vaiolo, proprio per ottenere una protezione
nei confronti di questa malattia (66). In seguito grazie ai lavori di Edward Jenner,
Lois Pasteur è cominciato l’uso dell’immunologia (67). Fino alla fine del XIX
secolo i ricercatori più importanti erano francesi e tedeschi, infatti dai loro studi
sono emersi due punti di vista fondamentali sul funzionamento di tale sistema.
Paul Ehrlich propose una teoria umorale dell’immunità che metteva in risalto il
ruolo che determinate sostanze chimiche (anticorpi) prodotte dalle cellule e messe
in circolo nel flusso ematico, hanno come agenti principali dell’immunizzazione.
Elie Metchnikoff sviluppò la teoria cellulare dell’immunità: secondo il suo punto
di vista  i fagociti, cellule spazzine dell’organismo, sono i principali rivelatori di
sostanze estranee e anche del sistema difensivo fondamentale che l’organismo
mette in atto contro le malattie infettive. Attualmente si ammette che entrambe le
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teorie siano corrette, infatti entrambi fanno parte dl sistema di difesa
dell’organismo (68).
1.4.2 Funzioni del sistema immunitario
Il ruolo che il sistema immunitario ha come protezione di un organismo è quello
attualmente più noto. In circostanze normali, tale sistema risponde alla presenza
di corpi estranei stimolando la produzione di e di cellule capaci di distruggere le
sostanze estranee o di neutralizzare eventuali loro prodotti tossici. Se il sistema
immunitario diventa troppo attivo, si possono avere delle situazioni spiacevoli
come ipersensibilità o reazioni allergiche. D’altra parte se non funziona a dovere
il soggetto può divenire ancora più suscettibile di ricadute nella malattia infettiva.
Un’altra delle funzioni principali del sistema immunitario risiede nella capacità
che questo ha di eliminare le cellule danneggiate e quelle morenti. Questa
funzione può prendere direzioni sbagliate e come risultato si ha una risposta
immunitaria verso le cellule proprie dell’organismo e verso i suoi tessuti,
condizione denominata malattia da autoimmunità (69). Un’ulteriore funzione è
quella di riconoscere ed eliminare le cellule anormali mutanti che frequentemente
si presentano in un organismo. Tali cellule mutanti o cancerose si possono
formare spontaneamente o possono essere indotte dalla presenza di virus o di
sostanze chimiche.
1.4.3 Cellule e tessuti nella risposta immunitaria
L’abilità a riconoscere tutto ciò che in un organismo è estraneo, la specificità e la
memoria sono caratteristiche chiave dei meccanismi di difesa di tipo
immunitario. Il sistema immunitario deve essere in grado di riconoscere batteri,
virus e parassiti in modo da localizzarli e distruggerli. La specificità significa che
l’immunizzazione a una particolare sostanza o a un particolare organismo
estraneo non comporta necessariamente resistenza ad altre sostanze estranee
anche se queste sono piuttosto simili tra loro. La memoria è la capacità posseduta
da un organismo di sviluppare una immunità di lunga durata dopo che si è
verificato l’attacco iniziale da parte dell’agente infettivo. Le tre caratteristiche
sopra elencate si riscontrano in un solo tipo di cellule, i linfociti, uno dei tipi
particolari di leucociti (70). I linfociti vengono trasportati sia dal sistema
circolatorio che da quello linfatico verso le regioni dove si è verificata
l’infezione. Lungo i vasi linfatici sono dispersi in maniera casuale dei piccoli
Capitolo 1  – Introduzione -
24
rigonfiamenti, i linfonodi, contenenti un gran numero di linfociti. Questi si
induriscono tutte le volte che si riempiono di linfociti che sono stati stimolati a
dividersi e a fabbricare gli anticorpi specifici contro determinati organismi. Una
pietra miliare nella moderna immunologia è costituita dalla scoperta di due
distinti tipi di linfociti: i linfociti T, o cellule T, e i linfociti B, o cellule B.
l’immunizzazione fornita da molecole di anticorpi nel sistema circolatorio
(immunità umorale) viene fornita dai linfociti B, mentre le cellule T forniscono
un tipo diverso di immunità  detta cellulo-mediata (71).
1.4.4 Antigeni
Un antigene  una sostanza tale che, quando viene introdotta in un organismo,
causa una risposta immunitaria consistente nella messa in circolo di anticorpi.
Questa è la cosiddetta immunità umorale. Le molecole proteiche sono potenti
antigeni. Dall’esame delle interazioni tra antigene e anticorpo si è riscontrato che
l’anticorpo non riconosce l’intera molecola proteica, ma solo un’area ristretta
sulla sua superficie: tali aree sono denominate determinanti antigenici. Molti
carboidrati sono di per sé antigenici, ad esempio i carboidrati localizzati sulla
superficie degli eritrociti formano gli antigeni dei gruppi sanguigni(71).
1.4.5 Anticorpi
Le molecole che sono responsabili del riconoscimento dei determinanti antigenici
su molecole estranee o su superfici cellulari sono dette anticorpi. Questi fanno
parte di un gruppo di molecole di gamma-globuline fra loro correlate e note come
immunoglobuline (Ig). Ogni molecola di immunoglobulina è costituita da 4
catene proteiche distinte e legate insieme a coppie. Una coppia è piccola e ed è
chiamata catena leggera, o catena L, l’altra è più grossa ed è chiamata catena
pesante, o catena H. Queste catene proteiche sono uniche e caratteristiche, nel
senso che un segmento singolo alla fine di ciascuna catena possiede
essenzialmente la stessa sequenza amminoacidica che si ritrova in un intero
campo di anticorpi che presentano specificità differenti. Il segmento viene
chiamato regione costante, o regione C. La disposizione degli amminoacidi
sull’altra terminazione della catena è diversa per ogni anticorpo che possiede una
data specificità; perciò questa regione viene detta regione variabile, o regione V
(Figura 4). La capacità delle molecole di anticorpi ad interagire con molti antigeni
differenti è legata al tipo di regioni V che costituiscono il centro di combinazione.
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Figura 4 - Struttura di un’anticorpo.
Esistono cinque classi di immunoglobuline che sono basate sulle differenze
strutturali esistenti nelle regioni costanti delle regioni pesanti delle
immunoglobuline umane. Queste differenze vengono identificate mediante le
lettere greche gamma (_), mi (µ), alfa (_), delta (_) ed epsilon (_), e le
immunoglobuline che contengono vengono chiamate rispettivamente IgG, IgM,
IgA, IgD e IgE. Ogni classe di queste molecole possiede differenti proprietà
biologiche e strutturali ed è distribuita in tutto l’organismo.
La IgG, la immunoglobulina più abbondante, si ritrova principalmente nel siero
ma è distribuita praticamente in tutti i fluidi corporei interni. Viene prodotta in
risposta a batteri, virus e funghi che siano riusciti ad entrare in qualche modo
nell’organismo, ed è la principale forma di difesa contro questi microrganismi. La
IgG è l’unica immunoglobulina che possa attraversare la placenta ed è quindi
molto importante nella difesa del feto contro le infezioni batteriche e virali.
La IgM, la più grossa tra le immunoglobuline, è un potente attivatore del
complemento, molecole proteiche che, quando vengono attivate nella sequenza
corretta, producono delle cavità sulle superfici di una cellula estranea con il
risultato di provocarne una lisi, o morte. L’IgM quindi è assai efficace nella
distruzione dei batteri che sono riusciti ad entrare nel flusso ematico.
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La IgA agisce come barriera nei confronti di organismi patogeni che entrano
attraverso le vie respiratorie e l’esofago. Le cellule B, capaci di produrre
anticorpi, localizzate in questa aree, producono singole molecole di IgA che però
si accoppiano man mano che vengono secrete nel muco che avvolge i tratti
respiratori e digerente; in questo modo l’ingresso nell’organismo di batteri e virus
risulta impedito.
La IgE innesca le reazioni asmatiche e allergiche. I mastociti, che di solito sono
localizzati intorno ai vasi sanguigni, ricoprono il tratto digerente e quello
respiratorio e contengono sia l’istamina che molecole a questa correlate, le quali
vengono messe in circolo tutte le volte che le particelle estranee si legano alla
molecola di IgE. Queste molecole, una volta liberate, causano sia l’asma che le
reazioni allergiche.
La IgD, una immunoglobulina scoperta recentemente nel siero è quella meno
nota. Fino ad ora non è stata associata a nessuna funzione (71).
1.4.6 Anticorpi nella difesa di un organismo
Il mezzo più semplice e più diffuso mediante il quale il sistema immunitario
difende un organismo dall’attacco di batteri e virus consiste in una combinazione
fra uno specifico anticorpo e i determinanti antigenici che sono localizzati sulla
superficie degli organismi invasori. Gli anticorpi che si legano mediante i loro
due centri di combinazione con due cellule diverse, formano un aggregato di
cellule detto agglutinato. Questi aggregati vengono poi inglobati e digeriti dalle
cellule spazzine che vagano nell’organismo: i macrofagi, o fagociti. In altri casi
gli anticorpi di un organismo si legano alle tossine prodotte dai microrganismi
invasori e formano grossi aggregati insolubili, detti precipitati che vengono
anch’essi eliminati dai macrofagi.
L’immunità mediata da cellule prende parte al rigetto di tessuti trapiantati,
all’attacco verso determinati batteri, funghi e virus, a certe reazioni
dell’epidermide che si hanno per semplice contatto con sostanze chimiche
semplici e all’immunità a cellule cancerose. Questo tipo di immunizzazione si
verifica quando i linfociti di un organismo sensibilizzato ad un particolare
antigene reagiscono con l’antigene che si è depositato su un centro particolare. A
causa di questa interazione, il linfocita mette in movimento particolari molecole,
dette linfochine, che hanno vari effetti biologici su altre cellule (71).
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1.4.7 Meccanismo di rigetto
La cellula T Cd4 è cruciale sia per l’iniziazione che per la coordinazione del
rigetto, infatti il ricevente produce il rigetto in seguito al riconoscimento da parte
di queste di antigeni sconosciuti derivanti dall’organo. Questi antigeni sono
codificati da loci altamente polimorfici presenti nel braccio corto del cromosoma
6 all’interno del complesso maggiore di istocompatibilità (72).
Nel trapianto le cellule T del ricevente possono riconoscere come estranee
molecole codificate dal complesso maggiore di istocompatibilità delle cellule del
donatore (alloriconoscimento diretto) oppure alcuni peptici derivanti dal
complesso maggiore di istocompatibilità dell’organo trapiantato vengono
processati e presentati, legati al MHC dalle cellule presentanti gli antigeni (APC)
del ricevente (alloriconoscimento indiretto) (73). Il primo può attivare una
maggiore proporzione di cellule T e può causare la risposta immunitaria vigorosa
del rigetto acuto; il secondo genera un numero minore di cellule T allo reattive e
sembra che questo percorso porti alla risposta immune osservata nel rigetto
cronico (74).
Il riconoscimento degli antigeni da solo è insufficiente per l’attivazione totale
delle cellule T Cd4, infatti è necessario un secondo segnale (costimolazione) dal
ligando sulle APC. Quando entrambi i segnali sono attivati le cellule T secernono
concentrazioni ottimali di interleuchina-2, un potente fattore di crescita autocrino
che induce delle cellule T, l’espansione clonale e la produzione di citochine. In
assenza del secondo segnale le cellule T Cd4 diventano irresponsive ad
un’ulteriore esposizione all’antigene, non secernono citochine e possono andare
incontro ad apoptosi (75,76). Le cellule T Cd4 allo-attivate, in seguito
interagiscono con cellule effettrici del rigetto tramite diretto contatto cellula-
cellula e secrezione di citochine. A causa di un incremento nell’attivazione e nella
funzione delle cellule B, cellule T Cd8 citotossiche e monociti/macrofagi, le
cellule T Cd4 allo-attivate promuovono rispettivamente la produzione di
anticorpi, una lisi cellulare antigene-specifica e risposta ritardata. Tutti questi
meccanismi effettori alla fine portano al rigetto dell’impianto.
1.5 L’INSULA PANCREATICA E LA β-CELLULA
1.5.1 L’insula pancreatica
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Nelle isole di mammifero vi sono 4 principali tipi di cellule endocrine: le cellule
β che producono insulina, le cellule α che producono glucagone , le cellule δ che
producono somatostatina e le cellule PP che producono il polipeptide pancreatico.
Le cellule β hanno la forma di una piramide tronca e contengono molti granuli
secretori di 200-300 nm di diametro. E’ stato stimato che ogni cellula b di ratto
contenga circa 10.000 granuli. I granuli contenenti insulina possono presentarsi
sotto due forme: granuli maturi che hanno un core elettrondenso ed una
membrana limitante non ben aderente, con l’aspetto di un vasto alone; granuli
immaturi con un piccolo o nessun alone, un contenuto moderatamente
elettrondenso e un rivestimento reticolare. I granuli immaturi sono risultati il
principale, se non l’unico, sito di conversione della proinsulina in insulina. Altri
cambiamenti, quali la perdita del rivestimento reticolare, l’acidificazione del
contenuto dei granuli, la cristallizzazione dell’insulina, si verificano via via che il
granulo matura, passando da granulo ricco di proinsulina a granulo ricco di
insulina. L’insulina non è l’unico peptide contenuto nei granuli,infatti vi si
trovano almeno altri 100 peptidi.
Le cellule α sono di solito più piccole e più incolonnate rispetto alle β;
contengono molti granuli di 200-250 nm di diametro. I granuli appaiono
elettrondensi con un piccolo alone di materiale meno denso ed una membrana
limitante strettamente aderente; vi sono poche variazioni legate alla specie.
Le cellule δ sono di solito più piccole sia delle α che delle β, sono ben granulate e
hanno spesso forma dendritica. Nelle cellule δ l’elettrondensità dei granuli varia
grandemente. Ogni granulo, di 200-250 nm di diametro, contiene materiale
omogeneamente a moderata densità che va riempire la membrana limitante il
granulo stesso.
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Figura 5 - Immagine al microscopio elettronico di una isola pancreatica umana.
Sono evidenti tutti e 3 i principali tipi cellulari con i caratteristici granuli di
ormone.
1.5.2 La _-cellula pancreatica: come funziona
La caratteristica peculiare della _-cellula pancreatica è quella di adattare la
secrezione dell’insulina alle variazioni dei livelli plasmatici del glucosio. Diversi
ormoni possono influenzare i livelli plasmatici del glucosio e tra questi l’insulina
ha un ruolo di primaria importanza in quanto in grado di prevenire esagerati
innalzamenti glicemici. Il glucosio costituisce il più importante substrato
fisiologico in grado di regolare la secrezione insulinica.
1.5.3L’unità gluco-sensoria
La _-cellula pancreatica possiede uno specifico trasportatore di membrana per il
glucosio, strutturalmente e funzionalmente simile al trasportatore per il glucosio
presente nell’epatocita (GLUT2).
Nelle _-cellule pancreatiche umane il trasportatore per il glucosio maggiormente
rappresentato è il GLUT1 (77), mentre il GLUT2 è maggiormente espresso nei
roditori. Una volta entrato nella cellula, il glucosio viene fosforilato a glucosio-6-
fosfato dalla glucochinasi (78,79). L’insieme delle proteine di trasporto e
fosforilazione del glucosio costituisce la cosiddetta “unità gluco-sensoria” (Figura
6). Il trasportatore GLUT2 e la glucochinasi hanno elevata costante di affinità per
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trasportatore, ma dall’attività glucochinasica che si satura per concentrazioni
“massimali” di glucosio. Grazie alla sua cinetica è stato attribuito alla
glucochinasi il ruolo di “pacemaker della glicolisi” (80,81). Sia il glucosio che gli
acidi grassi inducono una riduzione dell’espressione del trasportatore e quindi
della sua funzione (82,83).
Figura 6 -  Rappresentazione grafica dell’unità gluco-sensoria nella _-cellula
pancreatica
1.5.4 Il mitocondrio
Nelle _-cellula pancreatica esiste uno stretto legame tra il metabolismo gli
colitico citosolico ed il metabolismo ossidativo mitocondriale. All’interno della
matrice mitocondriale, il piruvato viene canalizzato verso il ciclo di Krebs, grazie
alla presenza della piruvato carbossilato che lo trasforma in ossalacetato (84,85). I
substrati metabolici ridotti attivano la catena di trasporto degli elettroni,
conosciuta anche come “catena respiratoria”. Durante questo processo si formano
nuove molecole di ATP che vengono poi trasportate all’esterno del mitocondrio
tramite l’ANT (traslocasi dei nucleotidi adeninici) in scambio con l’ADP (86,87).
1.5.5 Flussi ionici di membrana
Il metabolismo mitocondriale produce un aumento del rapporto ATP/ADP che
promuove la chiusura dei canali del (K+) ATP-sensibili (88,89). Nella _-cellula
pancreatica il canale del K+ ATP-sensibile è una struttura tetramerica, e ciascun
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monomero si compone di due subunità principali: un recettore per la sulfonilurea
ad alta affinità, il SUR-1; il canale propriamente detto, KIR6,2 (Figura 7) (90).
Successivamente all’interazione dei nucleotidi adeninici con il canale del K+, la
membrana plasmatici della _-cellula si depolarizza, inducendo l’apertura dei
canali del calcio (Ca2+) voltaggio-dipendenti (91,92). L’attività dei canali del
calcio regola le concentrazioni citosoliche dello ione ([Ca2+]c), ed è proprio il suo
aumento che induce l’esocitosi del granulo (93).
Figura 7 - Rappresentazione grafica del canale del K+ ATP-sensibile espresso
nella _-cellula pancreatica
1.5.6 L’esocitosi del granulo
La fusione del granulo con la membrana plasmatici costituisce la tappa finale del
processo di secrezione insulinica. Nei sistemi cellulari l’esocitosi si avvale di
strutture proteiche di aggancio (SNAP) e di recettori (SNARE) che si assemblano
fra di loro per garantire la fusione del granulo “selezionato” (94,95). Il granulo
secretorio possiede, sulla membrana, delle proteine del gruppo v-SNARE che
interagiscono con strutture proteiche target della membrana plasmatici del gruppo
t-SNARE (la sintaxina e lo SNAP-25). Si viene così a formare il complesso
SNARE sul quale le strutture proteiche di aggancio per il granulo (SNAP)
formano un complesso multimerico essenziale per la fusione del granulo (Figura
8). I granuli secretori servono non solo come veicolo di trasporto dal luogo di
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sintesi (il reticolo endoplasmico e l’apparato di Golgi) al luogo di secrezione (la
membrana plasmatici), ma fungono anche da deposito di insulina già sintetizzata
e pronta ad essere secreta. In particolare, sembra che esistano diversi depositi
(pool) intracellulari di granuli di insulina, e la prima fase della secrezione
potrebbe essere dovuta proprio al rilascio immediato di un pool di ormone
localizzato nelle vicinanze della membrana plasmatici, e quindi pronto ad essere
secreto. Questo pool di granuli “pronti” (RRP=Readly Releasable Pool) forse a
sua volta è costituito da una piccola quota di liberazione immediata, localizzata in
connessione coi canali di Ca2+, e una quota più grande, già legata alla membrana e
“quasi pronta” perché ha già subito tutte le modifiche (priming) che la rendono
disponibile all’esocitosi con brevi tempi di latenza. La quantità complessiva di
insulina secreta nella prima fase in risposta ad uno stimolo acuto, sia fisiologico
che farmacologico rappresenta solo una piccola frazione (2-5%) dell’insulina
contenuta all’interno della _-cellula nei granuli secretori. Da questo si capisce che
la concentrazione di insulina circolante dipende in gran parte dal processo di
secrezione (e dei meccanismi regolatori), piuttosto che dalla velocità di sintesi
dell’ormone. Studi più recenti hanno evidenziato che il rilascio di insulina può
avvenire anche senza attivazione dei canali del K+, con meccanismi che causano
direttamente l’aumento delle concentrazioni intracellulari di Ca2+. Questi granuli
sono ancorati alla membrana (processo di docking) tramite l’interazione reciproca
tra proteine presenti all’esterno dei granuli secretori /v-SNARE dove v – sta per
vesicle perché si trovano sulla superficie dei granuli) e proteine presenti nella
membrana plasmatici (t-SNAREdove t – indica proteine “target” sulla membrana
plasmatici). Questo complesso di proteine (SNARE complex) è il componente
essenziale per l’aggancio del granulo alla membrana e poi anche per la sua
fusione con la membrana della _-cellula. In presenza dello stimolo secretorio, il
pool di granuli già ancorato alla membrana plasmatica si fonde ad essa e rilascia
in circolo il contenuto (insulina e C-peptide in quantità equimolare, e, nei granuli
maturi, solo una piccola quantità di proinsulina). In presenza di uno stimolo
continuo (ad esempio iperglicemia prolungata) aumenta il numero di granuli
immaturi, con conseguente aumento della quantità di proinsulina rilasciata in
circolo (96).
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Figura 8 - Rappresentazione grafica del proN esocitosi dei granuli di insulina
1.5.7 Secrezione indipendente dai canali del K+ ATP-sensibili
Agli inizi dello scorso decennio diversi gruppi hanno, per la prima volta, descritto
l’esistenza di una via alternativa di secrezione insulinica glucosio-indotta, the
K+ATP channel independent pathway of insulin secretion (97-99).
Questa via alternativa è stata evidenziata mediante l’utilizzo di sostanze
farmacologiche, quali il diazossido che è un agente che agisce sui canali del K+
aprendoli, la membrana plasmatica non si depolarizza ed i canali del Ca2+
voltaggio-dipendenti non si aprono, impedendo che le concentrazioni del Ca2+
intracellulare aumentino. Di conseguenza si assiste alla totale inibizione della
secrezione insulinica. La condizione necessaria perché avvenga la secrezione è
che le concentrazioni del Ca2+ intracellulare aumentino, sia dall’esterno della
cellula, sia dai depositi intracellulari dello ione. L’ATP ha un ruolo rilevante sulle
tappe distali che regolano la secrezione, come l’esocitosi (100). E’ oggi ipotizzato
che le due vie (quella classica e quella indipendente dall’attività dei canali del K+)
lavorino in sinergia. La via classica di secrezione potrebbe essere necessaria per
incrementare le [Ca2+]c (Figura 9a), mentre la seconda potrebbe subentrare
successivamente per potenziare la secrezione e/o eventualmente sostenere la 2a
fase di secrezione insulinica (Figura 9b). Esistono anche evidenze sperimentali
che la secrezione possa avvenire anche in assenza dell’aumento delle [Ca2+]c,
quindi una stimolazione secretoria, oltre che in assenza della funzione dei canali
del K+, in assenza anche dell’incremento del Ca2+ intracellulare (101). Sembra
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che la via secretoria “Ca2+ indipendente” richieda l’attivazione delle
proteinchinasi C e A (PKC e PKA) che potenzialmente mimerebbero l’effetto
dell’incremento delle [Ca2+]c, oppure l’incremento della secrezione si potrebbe
osservare perché l’azione stimolatoria si estrinsecherebbe su targets differenti,
che non richiederebbero la presenza del Ca2+ (102).
La secrezione insulinica è stimolata anche da altri secretagoghi, e in particolare
da aminoacidi come l’arginina e la leucina, ormoni come il glucagon-like peptide
1 (GLP-1), e farmaci come la sulfaniluree. Queste sostanze, pur con meccanismi
diversi, provocano un aumento delle concentrazioni intracellulari di Ca2+, e per
un’azione pienamente efficace sulla secrezione insulinica, necessitano della
presenza di concentrazioni sub-stimolatorie di glucosio.
(a) (b)
Figura 9 - (a) Schematizzazione della via “classica” di regolazione della
secrezione di insulina. (b) Meccanismo alternativo di secrezione insulinica
C a p i t o l o  2
IL RIGETTO E I FARMACI IMMUNOSOPPRESSORI
2.1 IL TRAPIANTO E IL SUO RIGETTO
Nella pratica clinica i trapianti vengono effettuati per risolvere un
deficit funzionale di un organo. Ad eccezione del caso in cui donatore e
ricevente siano geneticamente identici, gli antigeni del trapianto
stimoleranno una risposta immunitaria di rigetto. Le barriere del
trapianto quindi, sono costituite dalla diversità genetica fra donatore e
ricevente.
In base all’identità del donatore e del ricevente, possiamo distinguere gli
autotrapianti, che consistono nell’innesto di tessuti dello stesso soggetto in
un’altra regione corporea, gli isotrapianti costituiti da tessuti od organi di
un soggetto diverso ma geneticamente identico (es. tra gemelli omozigote),
gli allo trapianti che sono quelli più comunemente effettuati nella pratica
clinica (in questo caso una persona dona un organo ad un individuo
geneticamente differente) e lo xenotrapianto, quando i tessuti o gli organi
provengono da un donatore di specie diversa; in quest’ultimo tipo di
trapianto la variabilità genetica e massima ed infatti questo trapianto è
quello che viene rigettato più velocemente ad opera di IgM preesistenti nel
circolo ematico del ricevente o da una rapida risposta cellulo-mediata.
2.1.1 Rigetto acuto
Si manifesta dopo giorni oppure settimane ed è dovuto all’attivazione
primaria delle cellule T ed al conseguente innesco di vari meccanismi
effettori. Nel caso in cui un trapianto venga effettuato in un individuo che
si è in precedenza sensibilizzato contro gli antigeni del trapianto, si verifica
un’attivazione secondaria delle cellule T che conduce ad una risposta
accelerata di rigetto cellulo-mediata.
2.1.2 Rigetto cronico
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A seconda della diversità genetica esistente fra il donatore ed il ricevente e
l’utilizzo di una terapia immunosoppressiva, il rigetto di un trapianto può
richiedere mesi o anni per svilupparsi; le pareti dei vasi sanguigni si
ispessiscono fino anche ad ostruirsi completamente . Questo fenomeno è
il rigetto cronico (chronic allograft dysfunction) e può essere imputabile a
diverse cause, come un rigetto cellulo-mediato di basso grado oppure il
depositarsi di anticorpi o di complessi antigene-anticorpo nel tessuto
trapiantato che danneggiano o attivano le cellule endoteliali sulla
superficie interna dei vasi ed innescano risposte riparative inappropriate.
Le caratteristiche principali del rigetto cronico sono l’obliterazione del
lume (ostruzione dei vasi sanguigni del trapianto secondariamente alla
migrazione delle cellule muscolari lisce dell’intima vasale in
proliferazione dalla parete ed alla deposizione di proteine della matrice) e
la fibrosi interstiziale (formazione di tessuto cicatriziale nel contesto
dell’organo trapiantato ad opera di cellule endoteliali e di monociti o
macrofagi presenti nella parete del vaso). Questi processi sono controllati
da vari fattori di crescita come il TGFβ, rilasciato in seguito a danno
immunologico o di altro tipo del trapianto. I trapianti inoltre, possono
essere danneggiati anche dalla recidiva del processo patologico originario,
che ha reso necessario il trapianto.
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Figura 1 –Meccanismi immunitari nel rigetto del trapianto
2.2 LA TERAPIA IMMUNOSOPPRESSIVA
La terapia immunosoppressiva nel trapianto allogenico ha lo scopo di far
tollerare meglio l’organo riconosciuto come non self dal sistema
immunitario. Negli ultimi 25 anni si è assistito ad un notevole
miglioramento dei risultati del trapianto (sia di pancreas che di isole)
dovuto principalmente a due fattori:
il miglioramento delle tecniche chirurgiche e l’avvento di nuovi farmaci
con approccio terapeutico più mirato ed efficace. La risposta immunitaria
infatti, come vedremo in seguito, è assai ridondante ed utilizza vie
principali e secondarie per cui la disponibilità di farmaci che interagiscono
a selettivamente sui vari passaggi della risposta e che siano associabili ha
consentito di ottenere risultati eccellenti, sia nella sopravvivenza di organi
e pazienti, sia nella riduzione della morbilità iatrogena. I farmaci ad oggi
disponibili possono essere classificati secondo caratteristiche comuni.
La terapia immunosoppressiva consta principalmente di 2 fasi:
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• la terapia di induzione che comincia appena il paziente viene
allertato per il trapianto che ha lo scopo di azzerare completamente
il sistema immunitario per poter meglio accettare l’organo
• la terapia di mantenimento più lieve rispetto a quella di induzione,
che si protrarrà per tutta la vita del paziente (o fino al rigetto
dell’organo) che serve quindi per proteggere l’organo trapiantato
dall’attacco del sistema immunitario dell’ospite.
2.3 I FARMACI IMMUNOSOPPRESSORI
2.3.1 Meccanismo d’azione
Figura 2 – Meccanismo d’azione dei farmaci immunosoppressori.
Inibitori produzione linfocitaria
Questi farmaci bloccano l’interazione tra il Complesso Maggiore di
Istocompatibilità e il Recettore delle T Cell  (Figura 2) per cui il linfocita
perde funzionalmente i propri recettori  diviene incapace di rispondere allo
stimolo della Antigen Presenting Cell. Sono farmaci molto potenti
utilizzati generalmente nella terapia del rigetto acuto steroido resistente ed
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in protocolli che li utilizzano per l’induzione della tolleranza. Presentano
notevoli svantaggi:
• Eccessiva immunosoppressione con maggiore incidenza di malattie
opportunistiche ed emoproliferative
• Sindrome da rilascio di citochine seguita talvolta da gravi sintomi
cardiocircolatori, gastroenterici e febbre elevata




A questa categoria appartengono ciclosporina e tacrolimo, entrambi
inibitori della calcineurina  e della produzione di interleuchina-2 (IL-2).
Ciò impedisce la differenziazione e poi la proliferazione delle cellule T
citotossiche specificatamente dirette contro gli antigeni del trapianto
(Figura 2).
Bloccanti il recettore dell’interleuchina-2 anti CD25 (basiliximab,
daclizumab)
Questi sono anticorpi monoclonali di tipo chimerico e umanizzato diretti
contro la subunità α a 55 KDa (TAC antigene) della IL-2. Il blocco
riguarda il solo linfocita attivato rispettando invece altre vie stimolate da
IL2 come monociti e NK cell (Figura 2). Non posseggono immunogenicità
di rilievo né producono malattia da rilascio di citochine. Ottimamente
tollerati, non sembrano indurre malattie linfoproliferative.
Inibitori di mTOR (rapamicina)
Il segnale di stimolazione e la trascrizione di codici genetici nella fase
G1αS del ciclo cellulare è affidato ad un gruppo di chinasi seguendo
diverse vie di attivazione di cui alcune, come il complesso mTOR (Target
of Rapamycin), sono controllate e bloccate dal sirolimo (Figura 2).
Il sirolimo o rapamicina è un antibiotico macrolide prodotto naturalmente
dallo Streptomyces hygroscopicus che inibisce la proliferazione delle
cellule T e l’attivazione delle cellule B in uno stadio successivo rispetto
alla ciclosporina ed al  tacrolimo. Oltre all’azione  immunosoppressiva la
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rapamicina ha anche effetto antiproliferativo. Sembra possedere un effetto
positivo nel prevenire o rallentare il rigetto cronico.
Inibitori della sintesi del DNA (micofenolato mofetile)
Questa categoria è rappresentata dal farmaco storico azatioprina e dal
micofenolato mofetile. Quest’ultimo è un derivato sintetico organico da
fermentazione naturale del Penicillum. La sua forma attiva è rappresentata
dall’acido micofenolico ed il meccanismo d’azione si esplica attraverso
l’inibizione selettiva dell’enzima inosina monofosfato deidrogenasi
bloccando di fatto la sintesi purifica ex novo (Figura 2). Il linfocita attivato
rimane in fase S del ciclo cellulare e non può proliferare ulteriormente, sia
sul versante delle cellule T che delle cellule B.
Steroidi
Il loro meccanismo d’azione nel controllo del rigetto non è catalogabile in
nessuno dei gruppi precedenti ma è complesso e multiforme (Tabella 1).
Tabella 1. Modalità d’azione degli steroidi
- Blocco diretto IL1
- Blocco indiretto IL6
- Blocco indiretto IL2
- Blocco indiretto IL15
- Inibizione della presentazione degli Ag classe 2 HLA
- Inibizione dell’attivazione T cell
- Inibizione della migrazione di cellule immuni sul sito
infiammatorio- Effetto antiinfiammatorio
Sono farmaci di prima scelta nel trattamento del rigetto acuto ed impiegati
costantemente nei primi mesi del trapianto. Tuttavia a causa dei numerosi
effetti collaterali legati alla loro somministrazione e grazie alla
disponibilità di nuovi e potenti farmaci, la loro importanza è
ridimensionata.
2.3.2 Prospettive future
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L’aumentata sopravvivenza dell’organo ha portato al peggioramento degli
effetti collaterali dei farmaci immunosoppressori; inoltre, la combinazione
di queste terapie ha solo un lieve effetto sul rigetto cronico. Per questo
motivo gli studiosi stanno cercando di ottenere una sopravvivenza a lungo
termine senza l’uso di farmaci. In alcuni modelli animali è stato mostrato
che l’induzione della tolleranza può realmente prevenire il rigetto cronico.
Negli ultimi anni, quindi, si sta esplorando la possibilità di sfruttare i
meccanismi utilizzati normalmente dall’organismo per mantenere
l’omeostasi immunitaria e la tolleranza agli auto-antigeni per indurre
tolleranza agli allo-antigeni. Infatti, il sistema immunitario è capace di
attivare risposte protettive cellulo-mediate o umorali verso gli allo-
antigeni, mentre rimane irresponsivo verso gli auto-antigeni, i batteri
residenti o le proteine della dieta. È ormai noto che la tolleranza
immunologica implica meccanismi centrali e periferici.
La tolleranza centrale risulta dalla delezione intratimica delle cellule T con
la maggiore affinità per gli antigeni espressi dal timo.
La tolleranza periferica alle molecole non self può essere ottenuta tramite
vari meccanismi (Figura 3) inclusa la delezione delle cellule T attivate e/o
effettrici, l’induzione dell’anergia e la regolazione attiva delle cellule T
effettrici.
Figura 3 – Meccanismi d’azione della tolleranza
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2.3.3 Ciclosporina e Tacrolimo
I farmaci che più hanno influito sulla terapia sono la ciclosporina A (Figura
4) e il tacrolimo. La prima scoperta il 31 gennaio 1972 da alcuni ricercatori
della Sandoz (ora Novartis) ed approvata per l’uso clinico nel 1972 è un
peptide ciclico (Figura 4a)  non ribosomiale composto da 11 aminoacidi,
prodotto dal fungo Tolypocladium inflatum Gams, isolato da un campione
di terreno norvegese; il secondo è un lattone macrolide costitiuto da 23
elementi (Figura 4b), trovato anch’esso in un fungo di terra anche se è
prodotto da un batterio, lo Streptomyces tsukubaensis è stato scoperto nel
1987 da un gruppo giapponese ed approvato per l’uso terapeutico dalla
FDA nel 1994.
Figura 4 – Influenza della ciclosporina sull’attechimento dei trapianti.
Ciclosporina
La ciclosporina A (CsA) (Sandimmun®) è una molecola ad attività
immunosoppressiva del tutto peculiare scoperta casualmente nel 1970 nel
corso di ricerche volte ad identificare nuove sostanze ad attività
antifungina. Fu infatti osservato che gli estratti crudi di funghi imperfetti
quali il Cylindrocarpon lucidum Booth e il Tolypocladium inflatum Gams
erano dotati di una modesta attività antifungina ed un relativo basso grado
di tossicità. Successivamente Borel osservò che tali estratti erano in grado
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di inibire la formazione di emoagglutinine nei confronti di eritrociti di
pecora dimostrandone così l’azione immunosoppressiva (103). Nel 1973
dagli estratti fungini fu isolata e purificata una molecola definita
ciclosporina A. nel 1975 fu completamente chiarita la sua struttura
molecolare ed infine nel 1980 la CsA venne per la prima volta sintetizzata
chimicamente. Ciò rese possibile la produzione di grandi quantità del
nuovo farmaco e la sua conseguente utilizzazione nella pratica clinica.
Attualmente rappresenta il cardine terapeutico per i pazienti trapiantati, nei
quali ha consentito, tra l’altro, un notevole risparmio di corticosteroidi e
dei loro inevitabili effetti collaterali, ma è anche ampiamente utilizzata in
numerose malattie autoimmune, nonché nella prevenzione della graft-
versus-host-disease (GVHD).
2.3.3.1 Meccanismo d’azione
Dal punto di vista strutturale la CsA è un oligopeptide neutro, a
conformazione ciclica di 1203 KDa, altamente lipofilo composto di 11
residui amminoacidici. Gli amminoacidi in posizione 11, 1, 2 e 3
costituiscono il sito attivo della molecola dal punto di vista biologico
(Figura 5).
Figura 5 – Struttura chimica della ciclosporina.
La CsA diffonde passivamente attraverso la membrana cellulare e
successivamente si lega ad un recettore citosolico identificato nel 1984 da
Handschumacher e coll. in cellule linfocitarie e definito ciclofillina per la
sua alta affinità per il farmaco (104,105). Come è noto la ciclofillina è una
proteina di 17 KDa che appartiene alla famiglia delle immunofilline.
Queste comprendono:
• la ciclofillina che si lega alla CsA
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• l’FK506 binding protein capace di interagire con tacrolimus e
sirolimus
• le parvuline
La ciclofillina costituisce lo 0,1-0,4 % delle proteine citosoliche e presenta
un elevato grado di conservazione dal punto di vista filogenetico. La
presenza della ciclofillina in diversi tipi cellulari e in tutte le specie
studiate, suggerisce che essa sia provvista di funzione biologiche ben
definite. Infatti nel 1989 fu dimostrato che tale molecola apparteneva ad
una famiglia di enzimi noti come peptidil-prolil cis-trans isomerasi o
rotamasi. Tali enzimi rivestono una grande importanza nei processi di
“folding” delle proteine. Fu anche osservato che la CsA era un potente
inibitore dell’attività rotamasica (106). Successivamente è stato dimostrato
che il complesso “ciclofillina-CsA” si lega a due proteine ad attività
enzimatica, la calmodulina e la calcineurina (107). Quest’ultima è una
serin-treonin-fosfatasi calmodulina-calcio-dipendente costituita da una
unità catalitica (A) ad attività fosfatasica ed una unità regolatoria (B). il
complesso “ciclofillina-CsA” legandosi alla calcineurina è in grado di
inibirne l’attività fosfatasica (108-110). Tale evento biochimico si rende
responsabile, con un meccanismo complesso, dell’inibizione della sintesi
dell’IL-2, evento che rappresenta l’azione biologica fondamentale della
CsA.
Come è noto la trascrizione dell’IL-2 è finemente regolata a livello genico.
Dei numerosi fattori transattivanti che agiscono a livello della regione
“promoter” del gene dell’IL-2 sembra particolarmente importante il
“nuclear factor activated T cells” (NF-AT). La caratterizzazione di tale
fattore ha dimostrato che è costituito da due componenti, una subunità
nucleare (NF-ATn) ed una subunità citosolica (NF-ATc). È ora noto che il
NF-ATc trasloca nel nucleo con un meccanismo calcio-dipendente (111-
114). In realtà il sistema appare ancora più complesso in quanto i NF-AT
sono rappresentati da due proteine, rispettivamente protein-chinasi C e
Ca++-dipendenti. Nella cellula attivata il NF-ATn si lega ai prodotti degli
oncogeni Fos e Jun a formare il complesso NF-ATn-Fos-Jun-DNA (115-
117).
Uno dei meccanismi d’azione più importanti della CsA consiste quindi
nella inibizione dell’attività fosfatasica della calcineurina sul NF-AT, cui fa
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seguito la mancata traslocazione di tale fattore di trascrizione dal citosol al
nucleo, con conseguente blocco dei meccanismi di attivazione a livello
della regione “promoter” del gene dell’IL-2.
Pertanto la CsA si comporta in vitro come un potente inibitore della
calcineurina, mentre in vivo la sua azione di inibizione dell’enzima è
soltanto parziale. Ciò è suffragato da alcune importanti osservazioni
cliniche, infatti:
• la terapia con CsA è molto raramente responsabile di gravi
complicanze di tipo infettivo che invece si osservano più
frequentemente in soggetti sottoposti a terapie con farmaci
immunosoppressori tradizionali
• pazienti in terapia con CsA rispondono attivamente alle
immunizzazioni
• pazienti trattati con CsA sono in grado di produrre citochine
durante il rigetto di trapianti
• la CsA inibisce quasi completamente la produzione di citochine in
vivo soltanto quando sono usate dosi molto elevate del farmaco
I motivi di tale apparente discrepanza sono verosimilmente dovuti al fatto
che la quantità di farmaco biologicamente efficace in vivo è minore
rispetto a quella disponibile in vitro e ciò è probabilmente dovuto alla
presenza in vivo di altri siti di legame. A tale proposito è stato dimostrato
che in linfociti di pazienti trattati con CsA l’attività enzimatica della
calcineurina è ridotta soltanto del 50% circa. L’attività residua consente
ancora una valida risposta cellulare in termini di produzione di citochine.
L’osservazione che la CsA si comporta in vivo come un parziale inibitore
della calcineurina potrebbe spiegare la buona capacità di risposta
immunitaria e di difesa dalle malattie infettive presente nei pazienti trattati
con CsA.
Recentemente è stato dimostrato che la CsA agisce oltre che sul “pathway”
calcineurina/NFAT anche mediante l’inibizione del sistema JNK (Jun N-
terminal Kinase) e della p38 (118,119). Come è noto fra le molecole
implicate nei processi di attivazione cellulare hanno molta importanza le
MAPK (mitogen-activated-protein kinase) che consistono di tre famiglie di
protein-chinasi le MAPK, le MAPKK (MAPK-kinase) e le MAPKKK
(MAPKK-kinase). Nell’ambito delle MAPK sono stati distinti tre
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sottogruppi: le ERK, le JNK e la p38 (120-124). Sia JNK che p38 sono
particolarmente coinvolti durante i fenomeni di infiammazione e di
apoptosi ma anche quando la cellula viene attivata mediante l’interazione
con il TCR e la molecola co-stimolatoria Cd28; ora è noto che sia JNK che
p38 sono vie sensibili all’azione della CsA (118,119). Inoltre l’attivazione
di JNK e p38, in associazione con ERK, porta all’attivazione di fattori di
trascrizione quali AP-1 (125). Pertanto il meccanismo d’azione della CsA
prevede l’inibizione del sistema calcineurina/NF-AT, ma anche del sistema
MAPK che a sua volta può interagire con AP-1 ed anche con il complesso
NF-kB.
Inoltra la CsA è in grado di incrementare la sintesi di TGF-β (126−129),
citochina dotata di potente attività immunomodulatoria in grado, pertanto,
di ridurre fortemente la sintesi di citochine ad attività pro-infiammatoria.
2.3.3.2 Effetti della CsA sul sistema immunitario
La CsA esercita numerose azioni sul sistema immunitario. Tra queste la
più nota ed importante è sicuramente l’inibizione “calcineurina-
dipendente” della sintesi di IL-2. Mediante tale meccanismo la CsA
inibisce la proliferazione  e l’espansione IL-2-dipendente dei linfociti T.
Tale fenomeno è stato dimostrato sia in vitro che in vivo in pazienti
sottoposti a trapianto renale o di midollo osseo. La CsA è in grado di
inibire, anche se in misura minore, la trascrizione di numerose altre
citochine quali IFN-γ, GM-CSF, IL-4, IL-3 e TNF-α, ma anche
l’espressione dell’mRNA per Il-5, IL-6, TNF-α, e IFN-γ in mastociti
connettivali isolati di ratto.
Studi condotti in vitro su cloni ottenuti da modelli murini hanno dimostrato
che la CsA ha una maggiore azione inibitrice sulle citochine di tipo Th1
che su quelle di tipo Th2.
La CsA è in grado di inibire l’espressione del NF-AT presente su cellule
endoteliali attivate. Il farmaco riduce anche in maniera significativa la
produzione dell’mRNA per GM-CSF, nonché l’espressione delle E-
selectine, ma non di VCAM-1 su cellule endoteliali. È opportuno precisare
che la regione “promoter” del gene delle E-selectine è rappresentata dal
NF-kB e non dal NF-AT. È stato osservato che l’induzione delle E-
selectine su cellule endoteliali da parte del TNF-α viene ridotta di oltre il
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40% in presenza di CsA. Tale fenomeno determina un’importante
riduzione della adesione dei granulociti neutrofili all’endotelio vascolare e
potrebbe rendere ragione, almeno in parte, dell’effetto anti-infiammatorio
della CsA.
La CsA, mediante l’inibizione della calcineurina e quindi del NF-AT, è
anche in grado di ridurre l’espressione del Cd40L su cellule T e su cellule
NK attivate. Come è noto la molecola Cd40L è una glicoproteina di 39
KDa che presenta notevoli omologie con il TNF. Essa è espressa su cellule
T attivate ed è coinvolta nei meccanismi di cooperazione cellulare T-B.
L’interazione tra la molecola Cd40L sulle cellule T e il Cd40 presente sulle
cellule B rappresenta un segnale “co-stimolatorio” necessario per la sintesi
di Ig e per il “switching” isotipico. La CsA sembra anche in grado di
inibire lo “switching” isotipico delle IgE “Cd40L-dipendente”.
È stato osservato che la CsA a concentrazioni sovrafarmacologiche
inibisce la sintesi del recettore per l’IL-2, nonché l’attività dell’RNA-
polimerasi II, così come l’espressione dell’mRNA per il proto-oncogene c-
myc. È tuttavia improbabile che tali azioni abbiano un ruolo importante nei
meccanismi immunofarmacologici espletati in vivo dalla CsA.
Gli effetti della CsA sulle cellule B sono meno noti. È stato comunque
osservato che il farmaco non è in grado di inibire le risposte anticorpali T-
indipendenti quali quelle nei confronti degli antigeni polisaccaridici.
Per quanto concerne l’azione della CsA sulle cellule accessorie è stato
dimostrato che il farmaco determina una “down-regulation”
dell’espressione delle molecole di MHC di classe II, nonché una riduzione
della sintesi delle PGE2. Inoltre la minore produzione di IFN-γ rende
ragione della ridotta attivazione dei monociti-macrofagi.
Alcuni effetti della CsA sulle cellule immunocompetenti sono
estremamente rapidi ed indipendenti dalla inibizione a livello genico della
sintesi delle citochine. Inoltre è stato osservato che la calcineurina esercita
un ruolo anche nei meccanismi di esositosi dei mediatori dai mastociti.
Sulla base di tali osservazioni e di alcuni dati sperimentali è stato ipotizzato
che la CsA sia anche dotata di un potente effetto antinfiammatorio mediato
dalla riduzione del “release” di mediatori dai mastociti e dai basofili. Infatti
è stato dimostrato che la CsA a concentrazioni farmacologiche è in grado
di inibire la liberazione immunologicamente mediata di istamina e triptasi
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in vitro, ma anche di LTC4 e PGD2 da parte di basofili e mastociti umani.
Inoltre la somministrazione in vivo di CsA in soggetti normali determina
una rapida inibizione del rilascio dei mediatori da basofili ottenuti ”ex-
vivo” dai suddetti donatori. Tali osservazioni suggeriscono un ruolo
antinfiammatorio da parte della CsA e rendono regione, unitamente
all’inibizione dell’IL-4 e dell’IL-5, dell’efficacia della CsA nelle malattie
atopiche.
Tacrolimo
Il tacrolimus (FK-506) (Prograf®) è un farmaco immunosoppressori
isolato nel 1984 da colture di Streptomices Tsukubaensis, dotato di attività
immunosoppressiva da 10 a 100 volte superiore a quella della CsA.
Figura 6 – Struttura chimica del tacrolimo.
2.3.3.3 Struttura, meccanismo d’azione
L’FK-506, chimicamente correlato ad antibiotici della classe dei macrolidi
(vedi figura), è dotato di un meccanismo d’azione molto simile a quello
della CsA, rappresentato essenzialmente dall’inibizione a livello genico
della produzione di IL-2.
Una volta entrato all’interno della cellula, l’FK-506 interagisce a livello
citosolico con una particolare “FK Binding Protein” (FK-BP) appartenente
alla famiglia delle immunofilline. Attualmente sono note diverse isoforme
di FK-BP distinte sulla base del differente peso molecolare. Tra queste la
più importante è l’FK-BP 12 in quanto funziona da recettore sia per l’FK-
506 che per la rapamicina. È opportuno precisare che soltanto l’FK-BP 12
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e l’FK-BP12.6 formano un complesso con l’FK-506 in grado di inibire
l’attività fosfatasica della calcineurina. Tale meccanismo previene la
traslocazione di NF-ATc dal citoplasma nel nucleo con conseguente
inibizione della trascrizione, NF-AT mediata, dei geni di numerose
citochine, tra cui in particolare l’IL-2; l’FK-506 è anche un potente
inibitore dell’IL-8, nonché dell’IL-4 e dell’IL-5.
Il tacrolimo, come la CsA, inibisce mediante l’up-regulation del gene della
proteina p53 una serie di eventi precoci capaci di bloccare il ciclo cellulare
nel passaggio dalla fase G0 alla fase G1. inoltre l’FK-506 blocca vie di
traduzione del segnale correlate all’attivazione dei linfociti T mediante il
TCR, agendo a livello dei sistemi JNK e della p38 chinasi. Il Prograf® è
anche in grado di ridurre la liberazione di istamina dai mastociti e dai
basofili umani. Sulla base di tali osservazioni è possibile affermare che il
tacrolimo è un potente inibitore dell’attivazione e proliferazione IL-2
dipendente dei linfociti T, oltre ad agire sui fenomeni di esositosi dei
mediatori da parte dei mastociti.
C a p i t o l o  3
FINALITA’ DELLO STUDIO
Come già detto in precedenza, questi farmaci hanno vari effetti collaterali, ma
quello sicuramente più significativo è rappresentato dalla citotossicità diretta nei
confronti della beta cellula pancreatica che alla lunga può portare a ricomparsa di
diabete. Gli studi effettuati per capire meglio il meccanismo alla base di tali
effetti, utilizzano farmaci ormai obsoleti o dosaggi farmacologici più che
terapeutici; alla luce di queste premesse scopo del nostro studio è stato quello di
osservare gli effetti diretti sulle β-cellule pancreatiche umane di un’esposizione
cronica (96 ore) a tacrolimo o ciclosporina A a concentrazioni pari a 10 ng/ml e
150 ng/ml che rappresentano le concentrazioni desiderate a  digiuno durante la
terapia di mantenimento.
C a p i t o l o  4
MATERIALI E METODI
4.1 PREPARAZIONE DI ISOLE PANCREATICHE UMANE
I pancreas umani utilizzati sono stati ottenuti da cadaveri di donatori multi organo
ed il tempo di ischemia fredda per ogni pancreas è stato minore di dieci ore. Le
isole pancreatiche umane sono state isolate mediante digestione della ghiandola
con collagenasi e successiva purificazione su gradiente di densità.
4.1.1 Digestione
L’organo prelevato in sede operatoria viene posto nella più interna di tre buste
sterili immerso in una soluzione di mantenimento (UW o Celsior) e trasportato
ricoperto da ghiaccio sterile in un’apposita scatola termica di trasporto fino al
laboratorio. Qui viene a sua volta trasferito in un contenitore di acciaio
contenente ghiaccio sterile. Per la digestione il pancreas viene preparato
eliminando manualmente il più possibile i tessuti in eccesso (tessuto adiposo,
tessuto vascolare ecc.) e utilizzando una parte appropriata della ghiandola
(generalmente corpo e coda). Per la digestione è stato impiegato l’enzima
collagenasi (Roche®, collagenase P). Il dotto pancreatico viene incannulato e la
soluzione per la digestione (collagenasi, 1,5 mg/ml, solubilizzata in 200 ml di
Hanks’ Balanced Salts (HBSS) con il 2% di albumina umana) è lentamente
iniettata per distendere il tessuto. Dopo distensione, la ghiandola è introdotta in
un beaker di vetro da 800 ml e posta all’interno di un bagnetto ad acqua
termostatato alla temperatura di 36,5°C. L’azione della collagenasi viene
controllata una prima volta dopo 8 minuti e successivamente ogni 3 minuti
osservando un’aliquota del preparato al microscopio a luce invertita. Dopo circa
15 minuti il beaker viene rimosso dal bagnetto e il pancreas viene continuamente
agitato con l’ausilio di pinze chirurgiche sterili fino a quando la digestione non
raggiunge un livello valutato idoneo; a questo punto il tessuto viene filtrato su
setacci di acciaio posti in sequenza, le cui maglie misurano rispettivamente 400 e
90 µm. La soluzione passa attraverso i filtri ed i frammenti maggiori rimasti
intrappolati sul filtro da 400 µm vengono recuperati all’interno del beaker per
continuarne la digestione. Il tessuto trattenuto sul filtro da 90 µm viene
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recuperato con HBSS al 2% di albumina umana in un beaker da 2000 ml. La
stessa procedura di filtrazione, lavaggio e raccolta in soluzione di HBSS, viene
ripetuta ogni 5 minuti per circa 45 minuti o comunque fino a completa digestione
dell'organo.
4.1.2 Purificazione
La procedura di purificazione ha come scopo principale quello di separare il
tessuto esocrino da quello endocrino. Il volume di HBSS raccolto è aliquotato in
provette di polipropilene coniche da 50 ml e centrifugato a 250 g per 2 minuti a
4°C. Il surnatante viene scartato ed il pellet (approssimativamente di 1-2 ml)
risospeso con 15 ml di una soluzione costituita dall’80% di Histopaque e dal 20%
di HBSS. Sulla superficie della soluzione sono quindi stratificati 10 ml di
Hanks’s per creare un opportuno gradiente di densità. Dopo centrifugazione a
909 g per 5 minuti a 4°C, le isole si concentrano all’interfaccia tra lo strato di
Histopaque e quello di HBSS dove vengono recuperate e nuovamente
centrifugate a 909 g per 2 minuti a 4°C. Al termine della procedura, aliquote
contenenti circa 2500 isole sono sospese in 40 ml di mezzo di coltura (M199
addizionato con 10% di siero bovino ed antibiotici), caricate in fiasche di plastica
per colture cellulari in sospensione (75 cm2) e messe in coltura a 27°C in un
incubatore a CO2 (5% CO2). Il mezzo di coltura viene cambiato una prima volta la
mattina successiva all’isolamento al fine di rallentare, per diluizione, l’azione
della collagenasi, poi settimanalmente per rinnovare i componenti essenziali di
coltura.
Figura 4 – Immagine al microscopio a luce invertita di isole pancreatiche
umane colorate con ditizone (20X)
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4.2 STUDI FUNZIONALI IN VITRO
Per la determinazione in vitro della funzionalità β-cellulare, le isole umane isolate
sono state sottoposte ad incubazione statica e dinamica in soluzioni di Krebs-
Ringer-Hepes (KRH), addizionate con albumina 0.5% e glucosio alle
concentrazioni di 3.3 mM e 16.7 mM a pH 7.4.
Per quano riguarda gli studi di secrezione statica, gruppi di isole di dimensioni
simili sono trasferite in provette di polipropilene da 5 ml e preincubate per 45
minuti con soluzione di KRH contenente glucosio 3.3 mM. Dopo un veloce
lavaggio le isole sono incubate per 45 minuti ancora con KRH e glucosio 3.3 mM
o glucosio 16.7 mM. Da ogni provetta si raccoglie un’aliquota di surnatante per la
determinazione della quantità di insulina rilasciata in condizioni basali.
Successivamente le stesse isole sono incubate per 24 ore a 4°C in una soluzione
etanolica acida costituita da etanolo puro, acido cloridrico 36% e acqua
deionizzata per estrarre dalle isole tutti i granuli di insulina. Al termine
dell’incubazione si raccoglie tutto il surnatante per la determinazione
dell’insulinemia che viene eseguita con metodica IRMA.
4.3 DOSAGGIO DELL’INSULINA CON METODO IRMA (Immuno
RadioMetric Assay)
4.3.1 Principio del test
Il metodo IRMA è un dosaggio immunoradiometrico basato sull’utilizzo di
anticorpi, marcati radioattivamente, contro l’antigene che deve essere
determinato. Il saggio prevede l’impiego di provette in polipropilene con il fondo
rivestito di anticorpi monoclonali anti–insulina. Dopo l’aggiunta del campione da
misurare, il sistema viene completato con l’utilizzo di un anticorpo monoclonale
tracciante marcato con I125. Dopo lavaggio, la rimanente radioattività legata alla
provetta riflette la concentrazione dell’antigene. Il nostro laboratorio utilizza un
kit di dosaggio della PANTEC srl (Insulin-IRMA).
4.3.2 Metodica
Gli standard forniti dal kit vengono ricostituiti con l’aggiunta degli opportuni
volumi di acqua milliQ e passati al vortex. Nelle provette, precedentemente
numerate, vengono dispensati 50 µl di standard o di campione in doppio.
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Successivamente a ciascuna provetta vengono aggiunti 50 µl di anticorpo
tracciante (radioattivo) e dopo agitazione i campioni vengono posti ad incubare
per 2 ore a temperatura ambiente. Al termine del periodo d'incubazione si
aggiunge 1 ml di tampone di lavaggio ricostituito con acqua milliQ. Il liquido
viene aspirato con una pompa a vuoto e l’operazione di lavaggio viene ripetuta
per altre due volte con 2 ml del tampone di lavaggio.
I campioni e gli standard vengono posti in sequenza numerica crescente in
particolari raccoglitori di uno strumento chiamato contatore gamma e ciascuno
analizzato per 60 secondi. Il software del contatore gamma, poi, traccia
automaticamente il grafico della curva standard, che riporta il numero dei c.p.m.
(colpi per minuto) sull’asse delle ordinate e la concentrazione del relativo
standard sull’asse delle ascisse.
4.4 PREPARAZIONI SOLUZIONI PER COLTURA E STUDIO DELLE
ISOLE PANCREATICHE UMANE
4.4.1 Medium di coltura M199
In un beaker sterile da 2 litri vengono aggiunti 860 ml di acqua sterile e 26 ml di
bicarbonato allo 8.4% p/v. Successivamente viene solubilizzata la polvere di
M199 (Medium 199 HEPES Modification Sigma) aggiunti 100 ml di siero
bovino adulto (Sigma-Aldrich®), 10 ml di una soluzione di Penicillina-
Streptomicina (10,000 unità di penicillina e 10 mg di streptomicina/ml in NaCl
allo 0.9%, Sigma-Aldrich®), 3 ml di Amfotericina B (250 µg/ml, Sigma-
Aldrich®) ed 1 ml di Gentamicina (50 mg gentamicina/ml in acqua deionizzata,
Sigma-Aldrich®). Il pH della soluzione viene portato ad un valore compreso tra
7.35 e 7.40 con NaOH 5M. La soluzione viene filtrata con filtri Millipore al fine
di renderla sterile (0.22 µm, Barloworld Scientific) e conservata a 4°C. Data la
presenza di albumina, la preparazione del mezzo deve essere effettuata
settimanalmente.
4.4.2 Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
In un beaker sterile da 2 litri vengono aggiunti 976 ml di acqua sterile per
preparazioni iniettabili, 4 ml di sodio bicarbonato allo 8.4% p/v, la polvere di
Hanks’ (HANKS’ BALANCED SALTS, Sigma-Aldrich®) e 10 ml di siero
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bovino. Il pH della soluzione è portato ad un valore compreso tra 7.30 e 7.35. Il
preparato viene filtrato con filtri da 0.22 µM. e conservato a 4 °C.
4.4.3 Kreb’s Ringer Buffered Solution contenente glucosio 3,3 e 16,7 mM (KRBS)
La quantità di glucosio necessaria per ottenere soluzioni alla concentrazione di
3.3 mM e 16.7 mM viene sciolta in una miscela di KREBS-RINGER-
BICARBONATO (KRB) costituita in parti uguali da quattro soluzioni
preventivamente preparate.
• Soluzione 1 (KRBS 1). In 500 ml di acqua distillata vengono sciolti
13.446 g di NaCl.
• Soluzione 2 (KRBS 2). In 500 ml di acqua distillata vengono solubilizzati
0.745 g di KCl, 4.032 g di NaHCO3, 0.407 g di MgCl2•6 H2O.
• SOLUZIONE 3 (KRBS 3). In 500 ml di acqua distillata vengono
solubilizzati 555 mg di CaCl2.
• SOLUZIONE 4 (KRBS 4). Viene preparata al momento della
preparazione della soluzione del KRB, sciogliendo a 4 °C albumina
bovina in acqua distillata in modo da ottenere una soluzione con una
concentrazione di 1 g/50 ml.
Una volta costituita la miscela di ugual volumi delle quattro soluzioni, si
aggiungono 238.3 mg di HEPES per 100 ml di soluzione di KRB. La Soluzione
KRB si conserva per non più di due giorni a 4 °C.
4.5 ESTRAZIONE RNA TOTALE
4.5.1 Cenni teorici
L'estrazione dell'RNAtot dalle isole viene effettuata usando il protocollo RNeasy
Mini kit (QUIAGEN). La procedura unisce le proprietà di legame selettive di una
membrana costituita da gel di silice con la velocità delle microcentrifughe. Un
sistema specializzato di tamponi permette di ottenere fino a 100 _g di sequenze di
RNA con lunghezza superiore a 200 basi legato alla membrana di gel di silice.
Secondo il protocollo i campioni biologici vengono dapprima omogenati e lisati
in presenza di un tampone contenente un derivato altamente denaturante della
guanidina isotiocianato, che inattiva immediatamente le RNasi in maniera tale da
assicurare l'estrazione di RNA intatto. In seguito viene aggiunto etanolo per
garantire appropriate condizioni di legame e il campione trasferito in una mini
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colonnina dove l'RNAtot si lega alla membrana mentre gli elementi contaminanti
vengono eliminati da opportuni lavaggi e l'eventuale DNA degradato ad opera di
una DNasi. Alla fine del processo l'RNAtot viene fatto rifluire dalla colonnina
mediante un lavaggio con acqua in cui è stato precedentemente disciolto del dietil
piro-carbonato (DEPC) o comunque Rnasi-free. Con questo mini kit il passaggio
della digestione con DNasi non sarebbe necessario dal momento che la tecnologia
delle membrane di silice riesce a rimuovere la maggior parte del DNA in maniera
efficace. La degradazione del DNA viene effettuata seguendo il protocollo
RNase-Free DNase Set (QUIAGEN) che utilizza esclusivamente un tampone e
una DNasi RNasi-free.
4.5.2 Metodica
Circa 500 isole vengono lisate in 350 _l di Buffer RLT e 3,5 _l di _-mercapto-
etanolo risospendendo delicatamente il tampone più volte, fino a lisi del tessuto.
Il lisato viene centrifugato per 3 min a 7.937 g, ed il surnatante trasferito in una
eppendorf da 1,5 ml sterile, aggiunti 350 _l di etanolo al 70%, e la miscela
trasferita in una RNeasy mini colonnina fornita di un raccoglitore. La soluzione
viene centrifugata a 11.430 g per 15 sec e successivamente, una volta filtrata dalla
membrana di silice, scartata. La membrana, che a questo punto ha legato l'RNAtot,
viene lavata con 350 _l di tampone RW1, centrifugando nuovamente a 11.430 g
per 15 sec. Al termine, per ogni campione, si prepara in una eppendorf sterile,
una miscela costituita da 70 _l di tampone RDD e 10 _l di DNase RNase-free
1500 Kunitz, (Kunitz = unità di misura che definisce la quantità di DNasi I in
grado di incrementare di 0,001 al minuto per millilitro a 25°C e pH 5.0 l'A260 di
un substrato costituito da DNA altamente polimerizzato). Gli 80 _l risultanti,
infine, sono trasferiti sulla membrana e questa tenuta a 25°C per 15 minuti. Al
termine del periodo d'incubazione si effettuano una serie di lavaggi prima con
350 _l di tampone RW1 a 11.430 g per 15 sec, poi due volte con 500 _l di
tampone a 11.430 g, la prima volta per 15 sec, la seconda per 2 min in maniera
tale da eliminare ogni traccia residua del tampone stesso. Al termine di ogni
passaggio l'eluato viene scartato. A questo punto l'RNAtot è pronto per essere
raccolto, per cui si pone la colonnina in una eppendorf sterile da 1,5 ml e si
deposita sopra la membrana un volume di acqua DEPC compreso tra 20 e 100 _l
centrifugando a 11.430 g per 1 min. Per ottenere una concentrazione di RNAtot
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maggiore questo passaggio può essere ripetuto una seconda volta usando lo stesso
eluato.
4.6 QUANTIFICAZIONE RNA TOTALE ESTRATTO
Questo tipo di indagine si basa sulla proprietà che hanno le basi puriniche e
pirimidiniche dell’RNA di assorbire nell’U.V. alla frequenza di 260 nm.
Chiaramente la quantificazione dell’RNA con questa procedura richiede che il
campione sia stato sottoposto precedentemente al trattamento di eliminazione del
DNA contaminante con DNasi, altrimenti la lettura sarebbe falsata
dall’assorbimento delle basi del DNA.
Per tale analisi impostiamo la sorgente dello spettrofotometro ad una lunghezza
d’onda pari a 260 nm e rileviamo l’assorbimento di 2 µl di estratto totale diluito a
1 ml di acqua sterile apirogena. Lo strumento fornisce la concentrazione di RNA
espressa in µg/ml. Valutando inoltre l’assorbimento alla frequenza di 280 nm è
possibile quantificare la purezza dell’estratto rispetto al contenuto proteico.
L’assorbimento a 280 nm è dovuto alla presenza dei residui amminoacidici
aromatici di eventuali proteine contaminanti. Tale purezza si valuta rapportando
il valore di assorbimento a 260 nm con quello a 280 nm. Si considera idoneo un
campione che presenta un rapporto di assorbimento 260 nm/280 nm non inferiore
a 1,65.
4.7 VERIFICA INTEGRITA’ RNA TOTALE ESTRATTO: GEL DI
AGAROSIO PER RNA
Questa procedura viene utilizzata per valutare l’integrità e la purezza dell’RNA
totale estratto.
Come per il DNA, l’elettroforesi dell’RNA viene solitamente condotta su gel di
agarosio e il principio della separazione, basato sulla dimensione dei frammenti, è
lo stesso. Gli RNA ribosomiali (18S e 28S) sono chiaramente risolti ed è
possibile osservare i prodotti di degradazione (visibili sul gel come una strisciata)
e la eventuale presenza di DNA contaminante. Per determinare la dimensione di
un frammento di RNA, è necessaria la completa denaturazione dell’RNA per
impedire la formazione di legami ad idrogeno tra i nucleotidi che
modificherebbero la mobilità della molecola. Esistono tre agenti denaturanti
compatibili sia con l’RNA che con l’agarosio: la formaldeide, il gliossale ed il
metilmercurio idrossido. Ciascuno di questi agenti denaturanti forma degli addotti
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con il gruppo amminico delle guanine e dell’uracile, impedendo il riformarsi dei
legami ad idrogeno durante l’elettroforesi a temperatura ambiente.
4.7.1 Metodica
Il gel di agarosio per l’RNA viene preparato in una beuta sterile da 100 ml in cui
vengono aggiunti 37.5 ml di acqua DEPC, 5 ml di Mops 10X e 0.5 g di agarosio
(Agarose MP Boehringer Mannheim). La soluzione viene riscaldata fino a
completa solubilizzazione dell’agarosio. Il gel viene dapprima leggermente
raffreddato (fino ad arrivare a circa 60°C), poi, vi vengono aggiunti 7.5 ml di
formaldeide al 38% in metanolo (Formaldehyde SIGMA-Aldrich®) e infine
viene caricato su un telaio predisposto per la solidificazione, a formare dei
pozzetti per la corsa dei campioni. Dopo circa 40 minuti dall'inizio della
solidificazione del gel vengono preparati i campioni, costituiti da RNA (circa 1
µg) e da Loading buffer (1:4) per un volume finale di 20 µl, eventualmente da
raggiungere con acqua DEPC. Dopo la denaturazione a 65 °C per 5 minuti i
campioni vengono caricati nel gel. La corsa viene effettuata per 30 minuti a
voltaggio costante (80 mv) e ad amperaggio variabile con Mops 1X. L'integrità
dell'RNA estratto sarà data dalla presenza o meno di due bande ben separate che
corrispondono, come già detto, alle subunità 18 S e 28 S degli rRNA.
Figura 5 – Esempio di bande di rRNA dopo corsa su gel denaturante. Si




La RT consiste nell’ottenere molecole complementari di DNA (cDNA) per tutti
gli mRNA presenti nel campione. Il cDNA viene prodotto utilizzando l’enzima
trascrittasi inversa che sintetizza una catena di DNA complementare allo stampo
di mRNA, utilizzando una miscela dei quattro deossiribonucleotidi trifosfato,
purché venga fornita una corta molecola di iniziatore (primer) che si possa
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appaiare all’estremità 3’ dell’RNA. Poiché l’mRNA ha una coda di poli (A) alla
sua estremità 3’, una corta molecola di oligo (dT) può agire come primer per la
trascrittasi inversa. Il risultato finale, dopo l’allontanamento dell’RNA
complementare per denaturazione al calore, è la sintesi di una catena a singolo
filamento di cDNA.
4.8.2 Metodica
In eppendorfs da 0,2 ml vengono aggiunti 12 _l di una miscela costituita da: 2 µl
di exanucleotide random primers (Sigma), e X µl di RNAtot estratto (il volume
dipende dalla concentrazione di RNA che vogliamo retrotrascrivere, partendo da
una concentrazione minima di 1 _g/µl); eventualmente si porta a volume di 12 _l
con acqua DEPC. Il campione viene a questo punto riscaldato ad una temperatura
di 70°C per 10 minuti. Al termine i campioni si mettono immediatamente in
ghiaccio e si centrifugano per qualche secondo. Si aggiungono in sequenza 0.2 µl
di RNAsi-Inibitore 20 U/µl (RNAse-Inhibitor BOEHRINGER MANNHEIM), 4
_l di tampone First Strand, 2 µl di DTT 0.1 M (Gibco BRL, la funzione del
ditiotreitolo è quella di antiossidante e stabilizzante proteico), 0.8 µl di miscela
dei quattro dNTP 25mM (Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade sodium
salt solution BOEHRINGER MANNHEIM). La soluzione si riscalda prima 10
min a 24°C poi 2 min a 42°C dopodichè si aggiunge senza mettere i campioni in
ghiaccio 1 _l di trascrittasi inversa 200 U /µl (SuperScript II GibcoBRL).
Il campione viene incubato per 50 minuti a 42°C e successivamente l’azione della
trascrittasi inversa viene bloccata esponendo il campione ad una temperatura di
95 °C per 15 minuti. A questo punto il campione può essere utilizzato per la PCR
oppure conservato a -20 °C.
4.9 AMPLIFICAZIONE IN PCR (Polimerase Chain Reaction)
4.9.1 Cenni teorici
Dopo aver ottenuto attraverso la retrotrascrizione la sintesi dei cDNA per tutti gli
mRNA presenti nel campione di RNA, viene amplificato un segmento genico
specifico del cDNA dei messaggeri ricercati grazie ad una tecnica di estrema
utilità in biologia molecolare: la polimerase chain reaction (PCR). La principale
caratteristica della PCR è che conoscendo la sequenza delle regioni agli estremi
di una zona sconosciuta di una molecola di DNA, è possibile copiare
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selettivamente il tratto di DNA sconosciuto generandone una grande quantità
utilizzabile per ulteriori analisi.
Il DNA viene prima denaturato mediante riscaldamento e poi fatto ibridare con
due oligonucleotidi in eccesso, ognuno dei quali complementare alla sequenza di
DNA all’estremità 3’, un oligonucleotide  per ogni catena del DNA. Questi
oligonucleotidi appaiati possono funzionare come iniziatori per la sintesi del
DNA catalizzata dalla DNA polimerasi. La sintesi del DNA viene fatta procedere
finché le nuove catene si sono estese lungo tutto il tratto di DNA da amplificare.
Quindi il campione viene scaldato ad una “temperatura di denaturazione”
(denaturation temperature) e poi raffreddato ad una ”temperatura di appaiamento“
(annealing temperature) per permettere ai due iniziatori di allinearsi alle sequenze
complementari. A questo punto eseguendo un nuovo ciclo di sintesi del DNA alla
“temperatura di sintesi“ (elongation temperature) verranno utilizzate come
stampo sia le catene originali che quelle di nuova sintesi. Risulta interessante
notare che i prodotti ottenuti dalle nuove catene avranno una lunghezza precisa,
delimitata esattamente dalle due regioni complementari agli iniziatori. Il sistema
viene sottoposto a cicli successivi di denaturazione, appaiamento e sintesi del
DNA. La temperatura necessaria a denaturare il DNA può anche danneggiare la
normale DNA polimerasi. Fortunatamente è possibile evitare l’aggiunta di nuova
polimerasi all’inizio di ogni ciclo di sintesi utilizzando la Taq DNA polimerasi,
un enzima termostabile isolato dal batterio termofilo Thermus aquaticus. Questo
enzima resiste all’esposizione prolungata a temperature di 95°C e perciò sarà
ancora attivo dopo i passaggi di denaturazione
4.9.2 Metodica
In eppendorfs da 0.2 ml si aggiungono ad un volume variabile della miscela di
retrotrascrizione (determinata in base alla concentrazione di cDNA), 12,5 _l di
PCR Master Mix (Promega), 2 µl di una miscela costituita in parti uguali da
primer senso e primer antisenso (25 mM ciascuno) e H2O sterile per arrivare ad
un volume finale 25 µl. Il campione viene sottoposto ad una serie di 35 cicli di
amplificazione ognuno dei quali è così strutturato:
TEMPERATURA DI DENATURAZIONE: 95°C per 1.10 minuti.
TEMPERATURA DI APPAIAMENTO : 55 °C per 0.50 minuti.
TEMPERATURA DI SINTESI : 72 °C per 1.40 minuti.
Capitolo 4  – Materiali e Metodi -
64
Alla fine dei cicli, per ottenere la disattivazione della taq polimerase, il campione
viene portato a 72 °C per 10 minuti.
In alcuni casi risulta necessario riamplificare un prodotto di PCR: per tale scopo
viene utilizzata la medesima metodica ma la quantità di campione impiegato non
è superiore ad un volume di 1 µl della precedente PCR.
4.9.3 Scelta dei primers
Ad ogni PCR effettuata per valutare l’espressione dell’mRNA, si affianca una
PCR di controllo per stimare l’espressione dell’mRNA di una proteina ubiquitaria
quale la β-actina.
4.9.4 Scelta della temperatura di appaiamento
Nella tecnica PCR, le temperature di denaturazione e di sintesi sono fissate e non
variano mentre, la temperatura di annealing o di appaiamento, varia a seconda del
numero e del tipo di nucleotidi costituenti la sequenza oligonucleotidica. Tale
temperatura può essere calcolata mediante l’uso di formule empiriche. Quelle da
noi utilizzate prevedono prima il calcolo della temperatura di fusione Tm:
Tm = 69.3°C + 0.41 x (% GC) – 650/n° nucleotidi del “primer”
Successivamente si calcola la Tannealing
Tannealing = Tm – 3°C
(% GC = somma delle percentuali di guanina e citosina)
Chiaramente la temperatura ottenuta con questo calcolo è empirica per cui in
pratica si esegue la prima PCR con il valore calcolato matematicamente e poi in
base al risultato ottenuto ci spostiamo nell’intorno di tale valore al fine di
ottimizzare il processo. Per i primers utilizzati nella nostra ricerca la temperatura
di 52°C si è rilevata la più idonea.
4.10 ANALISI QUANTITATIVA DELL’mRNA: REAL TIME RT-PCR
4.10.1 Cenni teorici
L’RT-PCR rappresenta il metodo più sensibile per l’analisi qualitativa dell’RNA
estratto dai limitati campioni di tessuto, ma per ciò che riguarda la
quantificazione dell’estratto, si hanno problemi legati alla reale specificità e
riproducibilità della tecnica. Con le altre tecniche utilizzate fino ad ora per questo
scopo, quali il northern blotting e l’ibridazione in situ, i saggi di protezione da
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RNasi e i saggi del cDNA, si hanno vari problemi legati ai costi, alla sensibilità e
alla riproducibilità nel tempo, visto che necessitano di una manipolazione post
PCR. L’introduzione di procedure RT-PCR basate sulla fluorescenza ha
semplificato questi processi e ha permesso di superare questi limiti. Nel nostro
laboratorio abbiamo utilizzato la Real time RT-PCR di Taqman, secondo cui
l’amplificazione viene condotta in provette ottiche chiuse di una micropiastra a
96 pozzetti e posta in un ciclizzatore termico munito di rivelatore, (ABI Prism
7700 Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster city, CA, USA). In questo
strumento una luce laser viene diretta in maniera sequenziale verso ognuno dei 96
pozzetti campione e i dati dell’emissione fluorescente rilevati ogni due secondi
man mano che la reazione di amplificazione procede. La fluorescenza viene
analizzata in modo tale da permettere l’uso simultaneo di più sonde fluorescenti
spettralmente distinte (lo strumento, infatti, può rilevare la fluorescenza tra 500
nm e 660 nm). Il numero di copie di partenza è determinato dal rilevamento del
primo prodotto di PCR. E’ chiaro che più alto sarà il numero di copie di partenza
prima si osserverà un significativo aumento di fluorescenza. I dati sono poi
elaborati da un software che elimina quindi i processi post PCR necessari per gli
altri metodi di quantificazione.
Rispetto alla normale PCR il protocollo Taqman fa uso di una DNA-polimerasi
ad attività 5’ nucleasica e di tre sonde oligonucleotidiche che si ibridano con il
cDNA. Le prime due sequenze denominate Primers definiscono gli estremi del
segmento da amplificare, la terza denominata Probe, si ibrida al frammento da
amplificare durante le fasi di annealing e di estensione della PCR. La sonda
contiene alla sua estremità 5’ una molecola fluorescente chiamata Reporter la cui
fluorescenza è però mascherata da una seconda molecola fluorescente chiamata
Quencher all’estremità 3’. Se durante la PCR non viene amplificato alcun
frammento complementare alla sonda allora questa rimane libera. Dal momento
che l’attività 5’ esonucleasica della polimerasi è specifica per il DNA a doppia
catena, la sonda non viene intaccata e la fluorescenza rimane mascherata; se, al
contrario, si sta amplificando il giusto frammento la sonda può ibridare al
frammento dopo la denaturazione per cui nel momento in cui la polimerasi, nella
fase di allungamento, raggiunge la sonda ibridata, la spiazza e la rompe,
separando il reporter dal quencher ed emettendo quindi fluorescenza. Questo
segnale è direttamente proporzionale al numero di molecole presenti alla fine del
ciclo precedente o all’inizio del ciclo presente.
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I risultati dell’amplificazione si hanno sottoforma di “cicli soglia” (Ct) intendendo
per ciclo soglia il più piccolo numero di cicli impiegati per raggiungere un punto
in cui per la prima volta il segnale fluorescente viene registrato come
statisticamente significativo rispetto all’emissione di fondo. È chiaro che
maggiore è la quantità di campione minore sarà il numero di cicli necessario per
raggiungere quel punto
Si può trasformare il valore del ciclo soglia di un campione in un risultato
quantitativo in modo relativo o assoluto. Nel primo caso durante il saggio RT-
PCR il Ct cercato viene comparato direttamente con quello di riferimento
(controllo) ed è quindi registrato come contenente più o meno mRNA.
Utilizzando una curva standard di riferimento la quantificazione assoluta della
trascrizione permette la determinazione esatta di numero di copie per cellula,
della concentrazione totale di RNA o dell’unità di massa del tessuto.
Gli errori nella quantificazione dei trascritti di mRNA sono dovuti alla variazione
nella quantità di materiale di partenza nel campione e diventano rilevanti quando
questi sono stati ottenuti da individui o trattamenti diversi. Normalizzando
rispetto ad un campione noto si possono minimizzare gli errori e correggere le
variazioni dei diversi campioni. Ciò consiste nell’amplificare simultaneamente al
campione da analizzare un RNA cellulare che serve come punto di riferimento
interno rispetto a cui si possono normalizzare i valori ottenuti. Questo standard
interno ideale dovrebbe essere espresso a livelli costanti nei diversi tessuti
dell’organismo, e non deve essere influenzato dal trattamento sperimentale cui
sono sottoposte le cellule.
Generalmente sono tre gli mRNA accettati per questo scopo: la gliceraldeide-3-
fosfato deidrogenasi, la _-actina e gli rRNA.
4.10.2 Scelta dei primers e dei probes per la PCR Real Time
La fluorescenza del campione è data dalla molecola in 5’ che può essere marcata
con FAM (6 carbossi fluoresceina) , TET (tetra cloro 6 carbossi fluoresceina),
JOE (2,7 dimetossi 4,5 dicloro 6 carbossi fluoresceina) o HEX (esacloro 6
carbossi fluoresceina), fluorescenza che risulta però mascherata dalla molecola
all’estremità 3’ costituita da TAMRA (6 carbossi tetrametil rodamina). Le
sequenze dei primers e dei probes sono state progettate utilizzando il Primers
Express Software (PE Applied Biosystems) in maniera tale da evitare
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l’amplificazione di DNA genomico scegliendo quindi il primer a cavallo di due
introni.
I primers, inoltre, devono possedere alcune caratteristiche quali la lunghezza
compresa tra 15 e 20 basi, il contenuto in G/C compreso tra il 20% e l’70% e una
Tm compresa tra 58°C e 60°C che differisca al massimo 1-2°C tra le due sonde.
La formazione di prodotti aspecifici si può evitare scegliendo primers che
abbiano solo una o due G/C tra gli ultimi 5 nucleotidi all’estremità 3’.
Per quanto concerne la scelta del probe, questo deve avere una Tm più elevata dei
primers di circa 10°C dato che si deve ibridare prima e che deve rimanere ibridato
durante l’annealing. La maggior parte dei probes sono lunghi circa 30 basi e
mostrano un contenuto in G/C di circa il 50% per assicurare una buona specificità
e una Tm abbastanza elevata. I probes del protocollo TaqMan non devono
contenere alcuna guanina alle loro estremità 5’ perché questa maschererebbe la
fluorescenza del reporter anche dopo la degradazione.
4.10.3 Metodica
L'analisi in real time avviene in due parti. Nella prima parte si imposta il software
programmando le temperature dei cicli, la durata di esposizione del campione ai
cicli e il tipo di molecole fluorescenti usate per ogni campione. A questo punto si
possono preparare le miscele di reazione. Nella micropiastra si aliquotano 12,5 _l
di TaqMan Universal PCR Master mix, 2.5 _l di ogni Primer (corrispondente ad
una concentrazione finale, ottimizzata sperimentalmente, pari a 0.9 µmol/l), 1 _l
di probe (corrispondente ad una concentrazione finale di 100 nmol/l). Alle
miscele si aggiungono X _l del campione di cDNA (pari ad quantità compresa tra
50 e 100 mg di cDNA) e si porta il tutto ad un volume di 25 _l con acqua sterile.
Al termine si coprono i pozzetti e si pone la piastra nella giusta allocazione
dell'ABI Prism 7700, sottoponendo i campioni, prima ad un riscaldamento a 95°C
per 10 min, così da attivare la polimerasi, poi a 40 cicli costituiti da esposizioni
sequenziali a 95°C per 15 sec e a 60° per 60 sec.
Le quantità di cDNA dei geni amplificati vengono normalizzate rapportandole
con l'espressione del cDNA della Beta actina fatto amplificare parallelamente.
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Figura 6 – Esempio di amplificazione di un gene in PCR real time.
4.11 PREPARAZIONE DEL GEL DI AGAROSIO PER VALUTAZIONE
DELL’ESPRESSIONE DEI PRODOTTI DI PCR
La maggior parte delle separazioni elettroforetiche di campioni di DNA viene
eseguita utilizzando gel di agarosio.
Dal momento che la carica per unità di lunghezza (dovuta ai gruppi fosfato) è la
stessa per ogni singolo frammento di DNA, tutti i campioni dovrebbero muoversi,
in un campo elettrico, con la stessa mobilità verso l’anodo (+). Tuttavia, in un gel
di agarosio, la separazione viene ottenuta in base alla resistenza al movimento
dovuta alla matrice del gel. Le molecole più grosse incontreranno più difficoltà
nel passare attraverso i pori del gel, mentre le molecole più piccole risulteranno
poco ritardate, di conseguenza la mobilità delle molecole del DNA durante una
elettroforesi dipende dalle dimensioni. Da quanto sopra esposto appare chiaro che
la concentrazione di agarosio nel gel deve essere scelta in funzione delle
molecole da separare. Con gel contenenti agarosio allo 0.3% si separano
molecole di DNA a doppio filamento di dimensioni tra 5 e 60 Kbp, mentre con
gel al 2% tra 0.1 e 3 Kbp.
Il prodotto della PCR viene valutato tramite corsa su gel di agarosio, non
denaturante, al fine di evidenziare eventuali prodotti di amplificazione aventi
specifiche dimensioni molecolari (bp, base pair).
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4.11.1 Metodica
Questo paragrafo descrive la preparazione di 50 ml di gel di agarosio all’1,4%,
quantitativo idoneo per il nostro kit elettroforetico.
In una beuta sterile da 100 ml vengono introdotti 45 ml di H2O sterile, 5 ml di
tampone per corsa TBE 10X e 0.7 g di agarosio. Per sciogliere l’agarosio ed
eliminare eventuali bolle di aria presenti in soluzione si scalda fino ad incipiente
ebollizione, si raffredda il gel sotto acqua corrente e, prima di rovesciarlo
nell'apposita vaschetta. si aggiungono 4 µl di una soluzione di bromuro di etidio
alla concentrazione di 0.5 µg/ml. Il bromuro di etidio è una molecola ciclica
planare che si intercala tra le coppie di basi del DNA legandosi ad esse e che per
effetto della luce U.V. rende fluorescente le molecole di DNA producendo una
luce rosso–arancio.
Si rovescia il contenuto della beuta nel telaio e si attende la completa
polimerizzazione del gel che avviene in circa 40 minuti.
Successivamente si allestisce il kit elettroforetico con tampone per corsa TBE 1X
e si alloggia la vaschetta con il gel nell'apposita sede. In genere il voltaggio è
costante (80 mV), l’amperaggio variabile ed il tempo di corsa dura in media 40
minuti.
4.11.2 Preparazione dei campioni
I campioni, che vengono poi inseriti nei pozzetti del gel, si preparano in questo
modo: in eppendorfs da 0.5 ml vengono aggiunti 10 µl del prodotto della PCR e 2
µl di loading DYE (diluizione 1:6). Dopo aver centrifugato si caricano 10 µl della
soluzione in un pozzetto del gel. La metodica della preparazione dello standard
prevede di aggiungere a 5 µl di standard (100 bp, Sigma-Aldrich®) 5 µl di acqua
sterile e 2 µl di loading DYE. Le eventuali bande sono evidenziate utilizzando un
transilluminatore munito di lampada a raggi U.V. che rileva la fluorescenza del
bromuro di etidio.
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Figura 7 – Esempio di gel elettroforesi di prodotti di PCR.  Sono rappresentate
le corse di 4 geni diversi rispetto allo standard all’estrema sinistra.
4.12 PREPARAZIONI SOLUZIONI PER BIOLOGIA MOLECOLARE
4.12.1 Preparazione di 1 litro di tampone fosfato salino (Phosphate-Buffered
Saline, PBS)
In un litro di acqua sterile vengono solubilizzati 0.21 g di KH2PO4, 9.0 g di NaCl
e 0.726 g Na2HPO4• 7 H2O.
4.12.2 Preparazione di 1 litro di Acqua DEPC
Ad 1 litro di acqua milliQ si aggiunge lo 0.1% di dietil pirocarbonato (Diethyl
Pirocarbonate SIGMA), si agita energicamente e si mette in autoclave.
4.12.3 Preparazione della soluzione di loading dye
La soluzione di Loading DYE è costituita dallo 0.25% di bromofenolo blu, 0.25%
di Xylene cyanol FF, 30% di glicerolo in acqua sterile.
4.12.4 Preparazione di 1 litro di MOPS 10X
Vengono aggiunti ad 1 litro di acqua DEPC 83.72 g di Mops
(4–Morpholine–propanesolfonic acid, Boehringer-Mannheim), 8.20 g di Acetato
di sodio e 7.44 g di EDTA. La soluzione così ottenuta viene portata con NaOH
5N a PH 7.0 e filtrata con filtri millipore da 0.4 µm.
4.12.4 Preparazione di loading buffer per RNA
Vengono miscelati 500 µl di formammide, 100 µl di Mops 10 X, 150 µl di
formaldeide al 38% (Sigma) e 1 µl di una soluzione di bromuro di etidio ottenuta
sciogliendo 10 mg di bromuro di etidio in acqua DEPC.
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4.13 MICROSCOPIA ELETTRONICA
Campioni di isole trattati con i farmaci immunosoppressori sono stati processati
per l’analisi elettromicroscopica sia qualitativa che quantitativa.
I campioni (circa 30 isole pancreatiche umane) sono stati fissati in aldeide
glutarica 2.5% in tampone fosfato 0.1M, lavati in tampone fosfato 0.1M (pH=7.4)
e postfissati in tetrossido di osmio 1% in tampone fosfato 0.1M. Dopo una
disidratazione normale in una serie crescente di alcools i frammenti sono stati
brevemente posti in ossido di propilene, immersi  in una miscela di 1:1 di ossido
di propilene e resina epossidica (Poly/bed 812) e sono quindi inclusi nella stessa
resina.
Le sezioni sono state eseguite con lama di diamante, contrastate con acetato di
uranile e citrato di piombo e osservate con microscopio elettronico a trasmissione
Zeiss 902.
Per ogni isola pancreatica umana (IPU) sono state contate una media di 200
cellule totali comprendendo anche le eventuali cellule in apoptosi. Si è ottenuto
così il numero percentuale delle _-cellule, _-cellule, _-cellule e _-cellule
apoptotiche che costituenti le isole. Le cellule endocrine sono state individuate in
base ai caratteristici e specifici granuli. Le cellule apoptotiche sono state
identificate grazie alle tipiche alterazioni morfologiche, tra cui la più importante è
la condensazione della cromatina a livello nucleare.
L’analisi quantitativa dei granuli è stata eseguita secondo le tecniche
morfometriche presenti in letteratura (130). In base a queste metodiche, ad ogni
microfotografia, ottenuta con un ingradimento pari a 7000X, viene sovrapposta
una griglia di dimensioni 11x11 cm composta da 169 punti e si contano quanti di
essi intersecano i granuli. La densità di volume dei granuli, espressa in ml/100 ml




dove Pi rappresenta il numero all’interno dei componenti subcellulari mentre Pt è
il numero totale dei punti. Per avere la percentuale di cellule α, β, δ, e in apoptosi
vengono analizzati tutti i campi microscopici e si contano circa 200 cellule per
isola.
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4.14 ANALISI STATISTICA
I dati del rilascio di insulina da isole esposte per 96 ore ad ognuno dei due agenti
immunosoppressori (tacrolimo o ciclosporina A) sono presentati come media ±
deviazione standard (DS). L’analisi statistica è stata effettuata con il test-t di
Student e con il test-t di Student per dati appaiati.
C a p i t o l o  5
RISULTATI
5.1 DATI CLINICI DONATORI
Per questo protocollo di studio sono state utilizzate isole purificate da 14
donatori multiorgano non diabetici (9M/5F; Età: 64±14anni; IMC: 25,9±2,9
















1 81 M 26,2 Cardiovascolare 130 9
2 78 F 26,0 Cardiovascolare 120 5
3 70 F 29,3 Cardiovascolare 148 16
4 65 M 28,6 Traumatica 160 15
5 59 F 27,7 Cardiovascolare 141 13
6 43 M 24,3 Traumatica 112 14
7 54 M 23,1 Traumatica 145 7
8 42 M 22,9 Cardiovascolare 253 12
9 79 M 30,8 Cardiovascolare 150 13
10 69 F 19,8 Cardiovascolare 172 7
11 83 M 24,0 Cardiovascolare 126 7
12 53 M 27,5 Traumatica 125 10
13 52 M 25,3 Cardiovascolare 196 12
14 73 F 26,7 Cardiovascolare 152 17
5.2 SECREZIONE INSULINICA
Le isole pancreatiche umane, incubate 96 ore in mezzo di coltura M199 con
concentrazioni che ricadono nel range terapeutico di tacrolimo e ciclosporina A,
rispettivamente pari a 10 ng/ml e 150 ng/ml, sono state sottoposte a studi di
funzionalità mediante esperimenti di secrezione statica.
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5.2. Studi di secrezione statica
Gli studi di secrezione statica mostrano una normale risposta basale a glucosio
3,3 mM in tutti e 3 i gruppi (Ctrl: 2,37±0,88%; Tac: 2,44±0,87%; CsA: 2,29±
0,88%); questa è associata ad una significativa riduzione del rilascio insulinico in
risposta a glucosio 16.7 mM nel gruppo del Tacrolimo (Tac: 4,33±0,98% p<0,05)
rispetto al controllo (Ctrl: 5,73±1,07%); la ciclosporina pur riducendo la
secrezione non risultava significativamente alterata (CsA: 4,92±1,02%) (Tabella
1 e Figura 1a). L’indice di Stimolazione (IS) (rapporto tra rilascio insulinico in
risposta a glucosio 16.7mM e rilascio insulinico in risposta a glucosio 3.3mM)
passava da 2.3±0.5 del Controllo (Ctrl) a 1.6±0.2  nel Tacrolimo (Tac) mentre nel
gruppo della Ciclosporina A (CsA) non si osservavano variazioni significative
(2.0±0.4) (Figura 1b).
Controllo (Ctrl) Tacrolimo (Tac) Ciclosporina A(CsA)
Glucosio 3,3mM 2,37±0,88 2,44±0,87 2,29± 0,88
Glucosio 16,7mM 5,73±1,07 4,33±0,98 4,92±1,02
Tabella 1 – Indice di stimolazione. Percentuale di rilascio insulinico in risposta a



































Controllo Tacrolimo Ciclosporina A
(B)
Figura 1. (A) Secrezione insulinica in percentuale di rilascio rispetto al contenuto
insulinico totale (*p<0,02 vs Glucosio 3,3mM; #p<0,05 vs Ctrl) (B) Indice di
stimolazione. Nelle isole pancreatiche umane incubate 96 ore con 10 ng/ml di
tacrolimo si osservava una significativa riduzione (p<0,05) rispetto al controllo,
mentre non si sono osservate variazioni significative per quanto riguarda le isole
esposte a 150 ng/ml di ciclosporina A.
5.3 MICROSCOPIA ELETTRONICA
Tramite gli studi di microscopia elettronica abbiamo valutato eventuali
differenze nelle percentuali di cellule alfa, beta e delta, e nel numero di granuli
di insulina maturi e immaturi nelle isole esposte ai vari agenti
immunosoppressori e ne abbiamo valutato il grado di apoptosi.
Controlli - Tessuto ben conservato; isole molto grandi. Si osservano cellule alfa
e delta ben granulate. Le cellule beta appaiono variamente granulate, ma
comunque sempre con granuli maturi. I nuclei contengono cromatina dispersa.
Nel citoplasma si osservano mitocondri allungati con cristae ben evidenti, il
RER e gli apparati di Golgi appaiono normalmente distribuiti . Pochi i corpi
residui. Si osservano alcune cellule necrotiche e alcune rare in apoptosi (Figura
2).
#
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Figura 2: Controllo     x7000
Tacrolimo - Tessuto ben conservato. Si osserva un’ isola con cellule beta
caratterizzate da pochi granuli e numerosi corpi densi. I granuli sono tutti
maturi e sembrano molto piccoli. Nel citoplasma si osservano anche apparati di
golgi disposti in forma concentrica e molto dilatati. I nuclei appaiono di forma
contorta e con cromatina dispersa. Le cellule alfa sono presenti ma appaiono
degranulate e con mitocondri dilatati. Non sono stati osservate cellule delta. Si
osservano cellule beta  morte (Figura 3).
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Figura 3: Tacrolimo      x7000
Ciclosporina A - Tessuto ben conservato. Si tutti e tre i tipi cellulari . Le cellule
beta non presentano particolarità di rilievo; alcune sono poco granulate ma con
una frequenza e una variabilità paragonabile ai controlli. Le cellule alfa e delta
appaiono molto granulate e le cellule delta in particolare appaiono più numerose
e con granuli molto grandi e più o meno elettrondensi. In tutti e due i tipi
cellulari si osservano mitocondri dilatati e di forma irregolare (Figura 4).
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Figura 4: Ciclosporina A      x7000
Riguardo la caratterizzazione cellulare non si sono osservate alterazioni
significative. Tuttavia nelle isole esposte a Tac e CsA si è osservato un
significativo aumento del numero di β-cellule apoptotiche.
α cellule β cellule δ cellule
β cellule in
apoptosi
27±12% 57±11% 4±1% 4±4%
α cellule β cellule δ cellule
β cellule in
apoptosi
20±8% 61±6% 2±3% 15±6%
α cellule β cellule δ cellule
β cellule in
apoptosi
30±11% 49±8% 6±3% 9±5%
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2,6±0,3 56,9±15,4 0,5±0,3 6,6±3,5
Nelle isole incubate con 10 ng/ml di tacrolimo (p<0,05) si è evidenziata una
marcata riduzione del numero, per campo fotografico (70 µm), e della densità
(ml/100 ml di tessuto) dei granuli maturi di insulina, mentre non si sono osservate
modificazioni per quanto riguarda la densità e il numero dei granuli immaturi in
tutti e tre i gruppi.
5.4 APOPTOSI
Nelle isole esposte a Tac e CsA si è osservato un significativo (p<0,05 vs Ctrl)
aumento del numero di β-cellule apoptotiche caratterizzate dal caratteristico
addensamento cromatinico. Il grado di apoptosi risultava significativamente
maggiore (p<0,05) nelle isole esposte a Tac rispetto a quelle esposte a CsA.
5.5 ESPRESSIONE GENICA
Tramite PCR quantitativa abbiamo valutato l’espressione dell’RNA messaggero
per  insulina, di geni del sistema gluco-sensorio (glucochinasi e glut 2), di geni













Figura 5: Variazione di espressione genica per insulina e geni del sistema
gluco-sensorio.
*
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L’espressione genica dell’insulina non sembra subire variazioni, mentre il gene
della glucochinasi mostra un significativo (p<0,05) aumento di espressione nelle
isole esposte a tacrolimo rispetto al gruppo di controllo.
Insulina Glucochinasi Glut 2
Ctrl 1 1 1
Tacrolimo 0,88±0,17 1,70±0,31 0,71±0,30











Figura 6: Variazione di espressione genica per il gene pro-apoptotica Bax, per
quello anti-apoptotico Bcl-2 e loro rapporto.
Per quanto riguarda la via apoptotica si osserva un marcato incremento (p<0,05)
del rapporto Bax (gene pro-apoptotico)/Bcl2 (gene anti-apoptotico) nel gruppo
trattato con ciclosporina A. ma nessuna significativa alterazione nell’espressione
dei geni in tutti i gruppi.
*
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Bax Bcl2 RapportoBax/Bcl2
Ctrl 1 1 1
Tacrolimo 1,11±0,22 1,00±0,38 1,20±0,38










Figura 7: Variazione di espressione genica per il gene di differenziamento β-
cellulare PDX-1 e il marker di proliferazione cellulare Ki-67.
Nessuna variazione significativa di espressione si è osservata nell’espressione di
PDX-1 e Ki-67 in entrambi i gruppi rispetto alle isole di controllo.
PDX-1 Ki-67




Ciclosporina A 1,40±0,50 1,02±0,45
C a p i t o l o  6
DISCUSSIONE
Il diabete mellito è un disordine metabolico in continuo aumento nella
popolazione mondiale, si calcola che una persona su 5  sopra i 50 anni ne
presenti i sintomi. Questa sindrome, però, rappresenta anche una complicanza
del trapianto di organi. Il diabete mellito post trapianto (PTDM) è una forma
di diabete tipo 2 che si pensa svilupparsi in risposta ad una deficienza di
insulina secondaria ad un’aumentata insulino resistenza o ad una ridotta
produzione ormonale, o ad entrambe (131). I riceventi un trapianto sono
maggiormente a rischio di sviluppare PTDM, rispetto alla popolazione
generale, a causa di ulteriori fattori scatenanti, quali la terapia
immunosoppressiva. Un aumento dell’incidenza di diabete nel paziente
trapiantato era già nota prima dell’impiego della ciclosporina ed era stata
imputata all’uso del prednisone. Infatti, la riduzione del dosaggio dello
steroide comportava la riduzione o la sospensione del trattamento insulinico
(132). Negli anni ’70-80, con l’avvento della ciclosporina e del tacrolimo si è
visto che anche tali farmaci erano in grado di indurre alterazioni del
metabolismo glucidico (133-135) che possono portare al diabete (136). Nel
nostro studio abbiamo valutato gli effetti diretti di una esposizione cronica
(96h) degli inibitori della calcineurina, rispettivamente tacrolimo e
ciclosporina A sulle isole pancreatiche umane alle concentrazioni desiderate
per la terapia di mantenimento (10 ng/ml per il tacrolimo e 150 ng/ml per la
ciclosporina A). A queste condizioni sperimentali abbiamo osservato una
riduzione significativa della secrezione insulinica in risposta al glucosio 16,7
mM nel gruppo del tacrolimo ma non della ciclosporina A mentre non si sono
osservate variazioni significative nella risposta a glucosio 3,3 mM per tutti i
gruppi; Uchizono et al hanno osservato che in isole di ratto Sprague Dawley il
tacrolimo non alterava la secrezione insulinica a glucosio 3,3 mM sia dopo 3
che dopo 7 giorni di coltura. Al contrario, la secrezione insulinica in risposta a
glucosio 16,7 mM ad una concentrazione pari a 0,1 umol/l era ridotta dopo 3
giorni mentre dopo 7 giorni era ridotta sia a 0,1 umol/l che a 1,0 umol/l. Dopo
sette giorni la secrezione insulinica risultava ridotta a concentrazioni pari a
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0,001 umol/l e 0,01 umol/l ma non a concentrazioni maggiori (137). Sulle
isole pancreatiche umane un’esposizione di 5 giorni a 1 nmol/l di tacrolimo
sembrano aumentare la risposta basale al glucosio così come la secrezione
insulinica totale, tuttavia l’indice di stimolazione risultava ridotto anche se
non in maniera significativa, indicando più un difetto nel rilascio insulinico
basale piuttosto che una diminuzione della responsitività al glucosio (138). Lo
studio di rilascio insulinico dinamico non mostrava variazioni nel profilo
secretorio delle isole incubate con tacrolimo rispetto a quelle di controllo
(138). Radu e coll su isole pancreatiche isolate da ratti Wistar incubate 24 ore
con concentrazioni di tacrolimo variabili tra 3 e 30 nmol/l hanno osservato che
la secrezione insulinica in risposta a glucosio 16,7 mM veniva ridotta in modo
concentrazione-dipendente mentre la secrezione basale stimolata da glucosio
2,8 mM  non veniva influenzata; visto che l’effetto tossico sulla secrezione si
osserva già dopo 24 ore ad una concentrazione circa 3 volte inferiore a quella
utilizzata per i nostri studi si potrebbe ipotizzare una maggiore suscettibilità di
tali isole all’effetto deleterio del tacrolimo (139). I dati sulla ciclosporina
presenti in letteratura non sono unanimi. Utilizzando ratti Wistar trattati
permanentemente con una dose non immunosoppressiva di 2,5 mg/kg di
ciclosporina A per i propri studi in vivo alcuni autori hanno osservato
un’alterazione della tolleranza al glucosio ma non iperglicemia prima di 12
settimane. Le isole di ratti trattati per 4 settimane mostravano una ridotta
sensibilità al glucosio mentre le isole ottenute da animali trattati per oltre 4
settimane evidenziavano una marcata diminuzione della secrezione insulinica.
Ratti trattati per 12 settimane con una dose inferiore di ciclosporina pari a
1,25 mg/kg sviluppavano un’alterata tolleranza al glucosio dopo 8 settimane,
questo era accompagnato ad una riduzione del contenuto insulinico delle isole,
tuttavia il contenuto insulinico e la tolleranza al glucosio erano capaci di
tornare a livelli normali, indicando un adattamento delle β-cellule
pancreatiche alla ciclosporina A (140); Un’esposizione di 5 giorni a 100 ng/ml
di ciclosporina A induceva, su isole pancreatiche umane, una riduzione della
secrezione insulinica sia in studi di secrezione statica che dinamica; tuttavia le
isole esposte all’agente immunosoppressore mostravano un maggior contenuto
insulinica di quelle di controllo (141); Al contrario Ebihara K et al. (142)
hanno osservato che l’esposizione di MIN6, una linea cellulare di insulinoma
di topo sensibile al glucosio, a ciclosporina A non aveva effetto sulla
Capitolo 6  – Discussione -
86
secrezione  insulinica basale, ma risultava in un aumento della secrezione
indotta da glucosio, tolbutamide e KCl in maniera dose-dipendente, con una
risposta massimale a 3 µmol/l di glucosio. Isole di ratto Wistar coltivate con
una dose terapeutica (1 µg/ml) o con una dose tossica (5 µg/ml) di
ciclosporina mostravano un rilascio insulinico superiore a quello dei controlli
dopo stimolo con 15mmol/l di glucosio dopo 4 giorni di coltura e dopo
stimolo con 30 mmol/l di glucosio dopo 10 giorni (143). Altri gruppi, invece,
in accordo con i nostri dati, utilizzando una dose inferiore (100 ng/ml) a
quella da noi utilizzata ma per un tempo di esposizione maggiore (5 giorni),
non hanno osservato variazioni significative della funzionalità in isole
pancreatiche umane (138). Secondo alcuni autori (138,144) la tossicità β-
cellulare potrebbe essere attribuibile a riduzione dell’espressione del gene
dell’insulina o ad una riduzione dell’attività della glucochinasi (139).
L’inibizione dell’espressione per l’insulina, avverrebbe inibendo la fosfatasi
calcineurina che in parte contribuisce alla produzione di insulina nelle β-
cellule (145) e il fattore di trascrizione CREB (146) o tramite il legame alla
proteina FKBP-12 o tramite altre vie. Tuttavia, questo effetto non è ben
definito, infatti nello studio di Polastri e coll. (138) la riduzione
dell’espressione genica dell’insulina nel gruppo trattato con ciclosporina non è
accompagnato ad una riduzione della secrezione insulinica, così come
l’alterata risposta al glucosio osservata nel gruppo del tacrolimo non si
accompagna a variazione dell’espressione del suddetto gene. Anche nel lavoro
di Uchizono et al. (137) alla riduzione della secrezione insulinica nelle isole
esposte a tacrolimo , non si associava un’alterazione dell’espressione del
gene. Tuttavia il contenuto insulinica totale si riduceva significativamente col
tacrolimo (137) ma non quando questo era normalizzato per il contenuto di
DNA (139) indicando magari più un’aumentata morte β-cellulare. Riguardo
alla ciclosporina i dati sono ancora una volta controversi, alcun autori, infatti
sostengono che l’esposizione a dosi terapeutiche (143) non influenzi mentre
l’esposizione a dosi tossiche porti ad una riduzione del contenuto (143,147);
altri hanno osservato un incremento seppur accompagnato a riduzione della
risposta a stimolo di glucosio (141).
Dal punto di vista morfologico isole di ratto esposte a 1 ug/ml di ciclosporina
(dose terapeutica) mostravano cellule all’incirca normali leggermente più piccole
rispetto ai controlli con solo un minima parte di esse disintegrate e con una
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periferia irregolare; inoltre, suddette isole mostravano una debole positività
all’insulina dopo 1, 4 e 10 giorni. Le isole incubate con 5 ug/ml di ciclosporina,
invece, erano molto più piccole, frammentate, con contorni irregolari e la
maggior parte disintegrate; la reazione all’insulina era molto debole sia dopo 1, 4
che 10 giorni (143).  Questi dati morfologici possono essere comparati con alcuni
risultati riportati in letteratura su studi in vivo. Alcuni autori hanno ritrovato
alterazioni morfologiche in cellule beta di animali trattati con CsA come ridotta
immuoreattività all’insulina (148,149), degranulazione (150,151), and
vacuolizzazione (152-153). Tali effetti, tuttavia, sembrano temporali e reversibili
(153) almeno a basse dosi.  Uno studio di biopsie ottenute da trapianti di pancreas
in pazienti trattati con ciclosporina A o tacrolimo mostrava rigonfiamenti
citoplasmatici, vacuolizzazione e apoptosi come prova di danno diretto sulle β-
cellule. La presenza e il grado di del danno sembrava correlare con elevati livelli
sierici di inibitori della calcineurina. I danni erano più marcati con il tacrolimo
rispetto alla ciclosporina A (154). Tuttavia altri autori non hanno trovato alcuna
variazione morfologica in animali trattati con ciclosporina A (Y155,156).
I nostri dati di microscopia elettronica ed espressione genica,  evidenziando  nel
gruppo del tacrolimo, rispettivamente una riduzione della quantità dei granuli
maturi ed una normale attività di trascrizione sia di insulina che di glucochinasi fa
ipotizzare una degranulazione cellulare associata ad una processo di maturazione
difettoso.
Tramite infezione virale Hui et al (157) hanno mostrato che in isole pancreatiche
umane il tacrolimo può indurre morte cellulare a concentrazioni comprese tra 50
e 100 ng/ml già dopo 48 ore. Allo stesso modo Takadera T ha osservato un
incremento del processo apoptotico in cellule PC12 esposte a tacrolimo e
ciclosporina (158). Uchizono e coll. hanno osservato una riduzione del contenuto
di DNA già a basse dosi di tacrolimo  ma dopo 7 giorni di esposizione (137) Al
contrario il contenuto di DNA non veniva alterato da un’esposizione per un
tempo minore a concentrazioni più basse (139). La ciclosporina nella linea
cellulare monocitica U937 a concentrazione di 15 µmol/l induceva rottura del
DNA dopo 12 ore allo stesso tempo aumentava in maniera significativa l’attività
della caspasi 3 (159); al contrario in linfociti umani alloattivati, una
concentrazione di 10 µg/ml sembrava prevenire l’attivazione della caspasi 3 e
conseguentemente l’apoptosi; questo fenomeno poteva essere attribuito  a
diminuzione dell’espressione del FAS, gene pro-apoptotico, e ad aumento del
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Bcl-2 (160). La ridotta densità di volume delle beta-cellule osservata da Ajabnoor
e coll. è stata descritta anche da altri autori (151,161). Takadera et al. (162) hanno
osservato che l’esposizione a concentrazioni di tacrolimo comprese tra 0,1 e 10
umol/l e di ciclosporina comprese tra 0,08 e a µmol/l induceva aumento del
numero di cellule apoptotiche, condensazione nucleare e attivazione della via
della caspasi 3 in cellule corticali di ratto. L’effetto apoptotico potrebbe essere
secondario all’inibizione della calcineurina e di conseguenza alla mancata
defosforilazione di Bcl-2 (163,164) oppure alla down-regolazione Bcl-2 o up-
regolazione (165,166) o traslocazione di Bax nei mitocondri (167). Vari autori al
contrario hanno osservato un effetto benefico degli inibitori della calcineurina
sull’apoptosi (168-170) su vari tipi cellulari. Per quanto riguarda i dati sulla
proliferazione e sulla differenziazione i dati sono piuttosto scarsi; Roy e coll
(159) sulla linea cellulare monocitica U937 hanno evidenziato una riduzione della
proliferazione in modo tempo e concentrazione dipendente. Metrakos et al. (171)
utilizzando un modello di proliferazione e differenziamento cellulare, hanno
osservato che la ciclosporina esercita un effetto inibitorio sulla proliferazione e
sulla differenziazione delle isole, probabilmente attraverso un’inibizione
dell’attività trofica dell’ornitina decarbossilasi (172). Il ridotto numero di beta-
cellule vitali potrebbe essere un’altra causa dello sviluppo di iperglicemia nei
pazienti soggetti a PTDM.
In una recente analisi (172) l’incidenza di diabete a 3, 12 e 36 mesi dopo il
trapianto è 13,5%, 22,1% e 31,8% per il tacrolimo e 7,8%, 14,2% e 21,9% in
quelli che non lo ricevevano. Dopo aver normalizzato per i fattori di rischio
multiplo, questa differenza è risultata significativa (p<0.0001). In conclusione, i
nostri dati sembrano confermare che il potenziale diabetogeno del tacrolimo
possa essere maggiore di quello della ciclosporina, e questo potrebbe spiegare
perché si tragga beneficio nella immediata conversione dalla terapia con
tacrolimo a quella con ciclosporina nel trattamento del PTDM (174,175) sebbene
alcuni autori affermino che la differenza significativa tra i due gruppi sussista
soltanto nei prime tre settimane dal trapianto e che in seguito scompaia. (176).
6.1 PROSPETTIVE FUTURE
Alla luce di questi dati sembra che il tacrolimo abbia maggiori effetti deleteri
sulla funzionalità, sul metabolismo e sulla sopravvivenza rispetto alla
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ciclosporina che sembra influire, almeno dai dati iniziali, solo sulla morte
cellulare. Questi effetti sembrano essere localizzati più a livello trasduzionale

















Figura 8: Meccanismo d’azione del tacrolimo e della ciclosporina
Entrambi i farmaci bloccano l’attivazione di una proteina calcio-dipendente, la
calcineurina responsabile della defosforilazione e quindi della traslocazione nel
nucleo di un fattore di trascrizione, l’NFAT (Nuclear Factor Activating T cell?);
questo blocco è mediato da due complessi diversi, quello tacrolimo-FKBP12-
(12.6) (FK506 Binding Protein12 e 12.6) e ciclosporina A-CyPA (Cyclophillin
A). (vedi fig.1). Alcuni studi mostrano una differente localizzazione di CyPA e
di FKBP-12 all’interno dell’isola pancreatica, il che potrebbe spiegare i diversi
effetti collaterali da noi osservati.
Tuttavia l’FKBP-12 è anche il target di un altro farmaco immunosoppressore di
più recente scoperta, la rapamicina. Il complesso FKBP12-rapamicina, al
contrario di quello FKBP12-tacrolimo va a bloccare l’attività di un’altra
proteina che rappresenta una via di segnalazione comune a molti processi vitali
per la cellula, l’mTOR (mammalian target of rapamycin).






























Figura 9: Vie metaboliche regolate da
mTOR
Ad oggi mTOR sembra possedere 2 importanti funzioni:
1. attivazione di P70S6Kinase
2. attivazione via dell’eukariotic initiation factor 4E (eIF-4E)-
phosphorylatable heat stable protein I (PHAS-I)
La prima via porta a fosforilazione di S6, una proteina ribosomiale 40S
fosforilata in più siti dopo stimoli mitogeni. Queste modificazioni si pensa
servano a favorire il reclutamento della subunità 40S in polisomi traslazionali
così inducendo la sintesi proteica e la traslazione dell’mRNA; tuttavia tale via
risulta più complessa infatti include segnali mTOR-indipendenti che partono
dalla PI3K e arrivano alla PDK-1 (PI3K-dependent kinase 1) effettore diretto
della fosforilazione di P70S6Kinase.
Il secondo effetto di mTOR, come detto, è la fosforilazione di PHAS-I che
provoca il rilascio di eIF-4E e quindi la formazione di un complesso
sull’estremo 5’cap dell’mRNA, inducendo sintesi e traslazione proteica. Nelle
cellule di mammifero, l’mTOR stimola anche l’attivatore trascrizionale STAT3.
mTOR, inoltre, regola il ciclo cellulare attraverso due meccanismi indiretti: la
proteina retinoblastoma (pRb) e la p27kip1. E’ stato evidenziato che mTOR
regola positivamente l’attività della RNA polimerasi I e III (Pol I-III) attraverso
la fosforilazione e inattivazione di pRb (inibite dalla rapamicina). Il trattamento
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con rapamicina, poi, è associato alla prevenzione della riduzione dell’inibitore
ciclina chinasi dipendente p27kip1, evidenziando quindi un ruolo attivo
dell’mTOR nella regolazione dei livelli cellulari di p27kip1.
Recenti evidenze sperimentali hanno indicato un ruolo regolatorio delle
proteine FKBP12 e 12.6 nell’attività del recettore della rianodina implicato
nell’omeostasi intracellulare del Ca++. Questo recettore esiste in 3 isoforme la
RyR1, la RyR2 e la RyR3 ed è localizzato sulla membrana endosomiale. Alcuni
studi hanno mostrato come nel diabete l’espressione di questo recettore sia
ridotta e come la sua attività influisca direttamente sulla secrezione insulinica in
b-cellule primarie.
Alla luce di questi dati e delle vie metaboliche indicate e della carenza di studi
diretti sulle isole pancreatiche umane, l’idea è:
1. valutare la via che porta all’attivazione ed alla defosforilazione
della calcineurina e di NFAT
2. osservare l’eventuale coinvolgimento di mTOR e delle vie
regolate da esso
3. studiare i meccanismi apoptotici attivati dagli agenti
immunosoppressori fin qui studiati
4. studiare l’espressione e l’eventuale grado di inattivazione del
recettore della rianodina
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